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Herbaspirillum seropedicae é uma β-proteobactéria diazotrófica endofítica 
encontrada em vasos xilemáticos de gramíneas de interesse econômico, como 
milho, trigo, e sorgo, onde contribui para aumentar o crescimento vegetal através da 
fixação de nitrogênio e da produção de fitormônios. Neste organismo, a fixação 
biológica de nitrogênio é regulada através do controle da expressão dos genes nif 
(que codificam a enzima nitrogenase e as demais proteínas necessárias à sua 
maturação) mediado pelo ativador transcricional NifA. Além de possuir sensibilidade 
intrínseca a oxigênio, NifA tem sua atividade reprimida na presença de íons amônio. 
Esta repressão é mediada por seu próprio domínio GAF N-terminal, possivelmente 
devido a interações diretas entre resíduos do GAF e do restante da proteína. A 
interação do domínio GAF com a proteína GlnK alivia a inibição de NifA pelo domínio 
GAF sob condições de baixa concentração de amônio, e a desrepressão parece 
requerer a ligação de GlnK a ATP e 2-oxo-glutarato (2OG) e a uridililação de GlnK 
por GlnD. Neste trabalho, utilizou-se o processo de mutagênese sítio-dirigida de 
glnK para testar a importância da uridililação e da interação desta proteína com seus 
efetores para a ativação de NifA. Realizou-se também a mutagênese aleatória de 
glnK para tentar localizar resíduos importantes para interação com NifA. Os 
resultados mostram que a capacidade de interação de GlnK com ATP é 
absolutamente essencial e a interação com 2OG é o principal requerimento para a 
ativação de NifA por GlnK. Diferente do observado em outros organismos, a 
uridililação de GlnK parece não ter efeito sobre a ativação de NifA. As substituições 
aleatórias inativadoras de GlnK concentraram-se na face superior do trímero de PII, 
próxima do T-loop, sugerindo ser esta a região responsável pela interação com NifA. 
Realizou-se também a construção de variantes quiméricas de NifA insensíveis a 
oxigênio para uso em experimentos de mutagênese aleatória, que permitiram 
identificar ao menos 26 substituições inativadoras localizados entre os resíduos 14-
164 de NifA e 11 substituições ativadoras concentradas entre os resíduos 176-193. 
A distribuição espacial e a identidade das substituições, somada à caracterização do 
estado de oligomerização da proteína quimérica utilizada nos experimentos, levaram 
a propor um mecanismo de regulação de NifA por controle do estado de 
oligomerização, análogo ao observado em Nlh1 de Aquifex aeolicus.  
 
 






Herbaspirillum seropedicae is an endophytic diazotrophic β-proteobacterium 
found in the xylem vessels of economically important grasses, such as maize, wheat, 
and sorghum, where it supports plant growth through nitrogen fixation and 
phytohormone production. In this organism, biological nitrogen fixation is regulated 
by the transcriptional activator NifA, which controls the expression of the nif genes 
(which encode the nitrogenase enzyme and the other proteins necessary for its 
maturation). In addition to having intrinsic oxygen sensitivity, NifA has its activity 
repressed in the presence of ammonium ions. This repression is mediated by its own 
N-terminal GAF domain, possibly due to intramolecular interactions between residues 
in the GAF and the rest of the protein. The interaction of the GAF domain with GlnK 
alleviates NifA inhibition under conditions of low fixed nitrogen, and NifA 
derepression seems to require the binding of GlnK to ATP and 2-oxo-glutarate 
(2OG), and the uridylation of GlnK by GlnD. In this work, site-directed mutagenesis of 
glnK was used to test the importance of uridylation and the importance of GlnK 
interaction with ATP and 2OG for the activation of NifA. Random mutagenesis of 
glnK was also performed to try to locate residues important for protein-protein 
interaction. The results show that the interaction of GlnK with ATP is absolutely 
essential and the interaction with 2OG is the main requirement for the activation of 
NifA by GlnK. Unlike in other organisms, the uridylation of GlnK appears to have no 
effect on the activation of NifA. Random substitutions inactivating GlnK were 
concentrated on the upper face of the PII trimer, near the T-loop, suggesting this 
surface to be the region responsible for interaction with NifA. Oxygen-insensitive NifA 
chimeric variants were also constructed to be used in random mutagenesis 
experiments, which allowed the identification of at least 26 inactivating substitutions 
located between residues 14-164 of NifA and 11 activating substitutions concentrated 
between residues 176-193. The spatial distribution and identity of the substitutions, 
together with the characterization of the chimeric protein’s oligomerization state in 
solution, led to the proposal of control of the oligomerization state as a mechanism of 
NifA regulation, similar to what was proposed for Aquifex aeolicus Nlh1. 
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1.1. Herbaspirillum seropedicae 
O gênero Herbaspirillum (β-Proteobacteria, Burkhoderiales; Oxalobacteriaceae), 
descrito inicialmente por Baldani e colaboradores (1986), atualmente compreende 10 
espécies reconhecidas de acordo com as regras do International Code of Nomenclature of 
Bacteria (PARTE, 2014): H. aquaticum (DOBRITSA et al., 2010), H. autotrophicum (DING e 
YOKOTA, 2004), H. chlorophenolicum (IM et al., 2004), H. frisingense (KIRCHHOF et al., 
2001), H. hiltneri (ROTHBALLER et al., 2006), H. huttiense (DING e YOKOTA, 2004) ssp 
huttiense e ssp putei (DOBRITSA et al., 2010), H. lusitanum (VALVERDE et al., 2006), H. 
rhizosphaerae (JUNG et al., 2007), H. rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996), H. 
seropedicae (BALDANI et al., 1986). Há também ao menos uma espécie não plenamente 
reconhecida (H. chemoriales, LU e SHI, 2013) e diversos isolados pouco caracterizados 
(ELBELTAGY et al., 2001; WEBER et al., 2001; ZIGA et al., 2010; CHENG et al. 2017). 
Cinco espécies anteriormente reconhecidas como parte do gênero (H. aurantiacum, 
H. canariense e H. soli – CARRO et al., 2012; H. massiliense – LAGIER et al., 2012; e H. 
psychrotolerans – BAJERSKI et al., 2013) foram reclassificadas em novo gênero 
filogeneticamente próximo, Noviherbaspirillum (LIN et al., 2013; CHAUDHARY e KIM, 2017), 
que também inclui N. agri (CHAUDHARY e KIM, 2017), N. autotrophicum (ISHII et al., 2017), 
N. denitrificans (ISHII et al., 2017), N. humi (SUNDARARAMAN et al., 2016), N. malthae 
(LIN  et al., 2013), e N. suwonense (KIM et al., 2014). Outro gênero evolutivamente próximo, 
Paraherbaspirillum, contém apenas uma espécie (Paraherbaspirillum soli – ANANDHAM et 
al., 2013). 
A maioria das espécies de Herbaspirillum (e dos dois gêneros próximos) foi isolada 
de solo, de amostras vegetais ou de ambientes aquáticos; quatro espécies são endofíticas 
em gramíneas (H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, H. frisingense e H. hiltneri), uma foi 
isolada de nódulos de feijão (H. lusitanum), e outra foi encontrada associada à rizosfera de 
Allium victorialis (H. rhizospherae). Quatro espécies (H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, H. 
frisingense, H. lusitanum) possuem capacidade de fixar nitrogênio atmosférico. 
Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986), a espécie-tipo do gênero, é 
uma bactéria diazotrófica não-patogênica isolada da rizosfera e de raízes de arroz, milho e 
sorgo, segundo a descrição inicial; a seqüência do genoma da estirpe SmR1 foi publicada 
por Pedrosa e colaboradores em 2011. As células de H. seropedicae possuem dimensões 
de (1,5-5,0) x (0,6-0,7) micrômetros de comprimento, morfologia vibrióide, com 1 a 3 flagelos 
em um ou ambos os pólos. Este organismo possui preferência por ambientes 
microaeróbicos, e pode ser cultivado em uma faixa de pH entre 5,3 e 8,0, e entre 22 e 38°C, 
com preferência por temperaturas mais próximas de 30°C. H. seropedicae tem preferência 
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por ácidos orgânicos (malato, fumarato, succinato, piruvato, citrato) como fonte de carbono, 
mas também é capaz de metabolizar aerobicamente glucose, galactose, L-arabinose, 
manitol, sorbitol, glicerol e frutose. Como a maioria das bactérias, este organismo tem 
preferência por amônio como fonte de nitrogênio, embora também utilize NO3- e N2 
atmosférico como fontes alternativas quando amônio não está disponível. 
Embora a espécie tenha sido descrita inicialmente como habitante da rizosfera, um 
estudo posterior caracterizou seu modo de vida como sendo predominantemente endofítico, 
com a maior parte das células ocupando o sistema vascular xilemático (OLIVARES et al., 
1996; RONCATO-MACCARI et al., 2003). H. seropedicae foi posteriormente encontrado em 
amostras de cana-de-açúcar, capim-elefante, Panicum maximum e outras dez espécies de 
gramíneas (OLIVARES et al., 1996); também foi recuperado de banana e abacaxi (CRUZ et 
al., 2001; WEBER et al., 1999), indicando que, a despeito da preferência por gramíneas, H. 
seropedicae é capaz de colonizar outras monocotiledôneas no ambiente natural.  
A capacidade de colonização endofítica, fixação de nitrogênio atmosférico, e 
produção de fitormônios (BASTIÁN et al., 1998; RADWAN et al., 2004) fazem desta bactéria 
um organismo com importante potencial biotecnológico para a promoção de crescimento 
vegetal em gramíneas comercialmente importantes. A habilidade de fixar nitrogênio é 
especialmente promissora, uma vez que este macronutriente costuma ser o principal fator 
limitante para a produtividade vegetal em ambientes terrestres (LEBAUER e TRESEDER, 
2008), em especial em culturas agrícolas (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). 
Estudos realizados em milho (ARAÚJO et al., 2014; CANELLAS et al., 2013; 
DOTTO et al., 2010; SANTOS et al., 2015), trigo (NEIVERTH et al., 2014), sorgo (PEREIRA 
et al., 1989), e arroz (PEREIRA et al., 1989; HOSEINZADE et al., 2016) mostraram 
aumentos na produtividade vegetal após inoculação com H. seropedicae. Ao menos uma 
parte do aumento de produtividade vegetal induzida por H. seropedicae pode ser atribuída à 
fixação biológica do nitrogênio no interior dos vasos xilemáticos; foi demonstrado que os 
genes nif de H. seropedicae, que codificam proteínas necessárias para a fixação de 
nitrogênio, são transcritos in planta (RONCATO-MACCARI et al., 2003), e a fixação de 
nitrogênio no tecido vegetal foi demonstrada na presença de carbono abundante 
(GYANESHWAR et al., 2002; JAMES et al., 2002; PANKIEVICZ et al., 2015). Outros 
estudos mostraram a presença de grande quantidade de nitrogênio proveniente da 
atmosfera em plantas inoculadas com H. seropedicae, se comparadas a controles não 
inoculados – cerca de 30-54% do nitrogênio total de plantas de arroz (BALDANI et al., 2000, 
JAMES et al., 2002), 24,6-26,5% em plantas de trigo (el-KOMY et al., 2003), e 14,4% em 
plantas de milho (SANTOS et al., 2015). 
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1.2. METABOLISMO DE NITROGÊNIO EM PROTEOBACTÉRIAS 
Bactérias apresentam preferência por usar amônio como fonte de nitrogênio, devido 
a seu estado reduzido facilitar a incorporação em esqueletos carbônicos com menor gasto 
energético1. O amônio é também o produto das reações de fixação de dinitrogênio e de 
redução de nitrato, de modo que todo o nitrogênio obtido por estas vias também deve ser 
incorporado ao metabolismo celular pelas mesmas vias de assimilação de amônio. As 
etapas envolvidas na obtenção e incorporação de amônio foram estudadas em detalhe em 
Escherichia coli (van HEESWIJK et al., 2013), e estudos pontuais de componentes dos 
mesmo sistemas em outros organismos indicam grande similaridade do metabolismo 
primário de nitrogênio entre as proteobactérias. 
1.2.1. Aquisição e assimilação do amônio 
A membrana celular é impermeável aos íons amônio (NH4+), embora permita a 
passagem da forma desprotonada desta espécie química, a amônia (NH3), que existe em 
baixa concentração em solução (KLEINER, 1981). Estima-se que quando a concentração 
extracelular de amônio está acima de 1 mM, a permeação de NH3 é suficiente para atender 
aos requisitos do metabolismo de bactérias (KLEINER, 1985, apud ZHENG et al., 2004); 
abaixo desta concentração, a difusão de amônia através da membrana não é eficiente, de 
modo que a aquisição de amônio do meio extracelular depende da expressão de 
transportadores específicos. Estes transportadores interagem com o amônio extracelular 
dissolvido (NH4+) e realizam o transporte passivo de sua forma desprotonada (NH3) através  
de um canal hidrofóbico (BADAY et al., 2015; ZHENG et al., 2004). Em E. coli, o principal 
transportador de amônio é denominado AmtB (SOUPENE et al., 1998), e pertence à 
superfamília Amt/MEP/Rh de transportadores de amônio que é ubíqua em todos os grupos 
de organismos (ANDRADE e EINSLE, 2007). Estes transportadores aparentam ser a 
principal via de transporte de amônio em todos os seres vivos conhecidos (von WIRÉN e 
MERRICK, 2004). AmtB é uma proteína trimérica com massa total de ~90 kDa, com cada 
monômero dotado de onze hélices transmembranas que formam um canal específico para o 
transporte passivo de amônio/metilamônio na forma desprotonada (NH3) (ZHENG et al., 
2004; JAVELLE et al., 2008). O transporte de amônio por AmtB é sujeito a inibição por 
interação com a proteína GlnK (discutido na seção 1.2.2) e a regulação transcricional do 
gene amtB (discutido na seção 1.2.3). 
                                                             
1 No entanto, é importante notar que bactérias costumam manter esta preferência por amônio mesmo quando 
aminoácidos estão disponíveis como fonte de nitrogênio, embora a assimilação destes últimos supostamente não 
requeira maior dispêndio de energia. É possível que a preferência por amônio nesta situação reflita a 
necessidade de manter uma vantagem competitiva com as demais células, evitando o vazamento de amônio 
para competidores no meio de cultura (WANG et al., 2016). 
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Cada íon amônio transportado para o interior da célula ou produzido pelas vias 
alternativas de obtenção de nitrogênio deve ser inicialmente incorporado a uma molécula de 
2-oxoglutarato (2OG) para gerar uma molécula de glutamato, que por sua vez pode ser 
empregado como doador de grupos amino para a síntese de outros aminoácidos em 
reações catalisadas por aminotransferases (EC 2.6.1). A assimilação do amônio a glutamato 
ocorre por meio de duas vias metabólicas distintas, denominadas GS-GOGAT e GDH de 
acordo com as enzimas empregadas em cada uma. A via GS-GOGAT realiza a 
incorporação do amônio em duas etapas, ambas mostradas abaixo: 
𝒈𝒍𝒖𝒕𝒂𝒎𝒂𝒕𝒐 + 𝑵𝑯𝟒
+ + 𝑨𝑻𝑷 
𝑮𝑺
  𝒈𝒍𝒖𝒕𝒂𝒎𝒊𝒏𝒂 + 𝑨𝑫𝑷 + 𝑷𝒊 
𝒈𝒍𝒖𝒕𝒂𝒎𝒊𝒏𝒂 + 𝟐𝒐𝒙𝒐𝒈𝒍𝒖𝒕𝒂𝒓𝒂𝒕𝒐 + 𝑵𝑨𝑫𝑷𝑯 
𝑮𝑶𝑮𝑨𝑻
     𝟐 𝒈𝒍𝒖𝒕𝒂𝒎𝒂𝒕𝒐 + 𝑵𝑨𝑫𝑷+ 
 
A primeira etapa da via é catalisada pela enzima glutamina sintetase (GS, GlnA), 
produto do gene glnA2. GS é um homododecâmero com massa molar total de ~625 kDa 
cujos monômeros dispõem-se em dois anéis sobrepostos de seis unidades cada 
(VALENTINE et al., 1968), com as duas camadas hexaméricas conectadas pelas porções C-
terminais de cada monômero (YAMASHITA et al., 1989). Os sítios ativos localizam-se na 
interface entre monômeros vizinhos, e cada sítio contém dois íons Mg2+ ou Mn2+ necessários 
para a catálise. Esta enzima possui alta afinidade por NH4+ (Km = 0,1 mM – ALIBHAI e 
VILLAFRANCA, 1994), e é a via preferencial em E. coli para a assimilação de amônio em 
baixas concentrações. 
O produto da primeira etapa da reação, glutamina, pode ser usado como substrato 
para a segunda etapa de reação, catalisada pela enzima GOGAT, ou ser empregada 
diretamente como doador de grupos amino para a síntese de nucleotídeos (juntamente com 
aspartato – TURNBOUGH e SWITZER, 2008; ZHANG et al., 2008). 
A segunda etapa da via GS-GOGAT é catalisada pela enzima glutamato sintase 
(glutamina 2-oxo-glutarato amino transferase, GOGAT), produto dos genes gltBD, que 
possui alta afinidade por seus substratos glutamina e 2OG (KGln = 0,18 mM e K2OG = 7 μM – 
RENDINA e ORME-JOHNSON, 1978). A enzima é um heterodímero com massa total de 
218 kDa, e possui um cofator FAD, um cofator FMN, e três clusters de ferro-enxofre 
essenciais à sua atividade de redução de 2-oxoglutarato (MEERS e STADTMAN, 1972; van 
HEESWIJK et al., 2013). Ao final das duas etapas, cada molécula de glutamato sintetizada a 
partir de amônio através desta via possui um custo metabólico total de 1 ATP e 1 
                                                             
2 O gene glnA codifica a proteína GSI, que é a glutamina sintetase mais comum em procariotos e é o objeto da 
descrição subseqüente nesta seção. Uma outra enzima, GSII, é encontrada em eucariotos e também como uma 
segunda GS em alguns procariotos, como Bradyrhizobium japonicum (DARROW e KNOTTS, 1977) e 
Agrobacterium (FUCHS e KEISTER, 1980). Genes para uma terceira e quarta foram localizados em algumas 
outras bactérias (MERRICK e EDWARDS, 1995). 
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equivalente redutor, o que explica a necessidade de regulação da atividade desta via de 
assimilação para evitar gasto energético desnecessário. 
Uma segunda via de assimilação de amônio, menos produtiva do que a via GS-





   𝒈𝒍𝒖𝒕𝒂𝒎𝒂𝒕𝒐 + 𝑵𝑨𝑫𝑷+ 
Esta reação é catalisada pela enzima glutamato desidrogenase (GDH), produto do 
gene gdhA. GDH é um homohexâmero com massa molar total de 275 kDa e seis sítios 
catalíticos (LIN e REEVES, 1991); em E. coli, GDH (tal qual GOGAT) requer 
especificamente NADPH como cofator (SAKAMOTO et al., 1975). Esta reação é 
metabolicamente menos custosa do que a catalisada pela via GS-GOGAT, pois prescinde 
de ATP; no entanto, GDH possui afinidade muito mais baixa por seus substratos do que GS 
(Km = 1 mM para amônio – VERONESE et al., 1975), tornando a assimilação por GDH 
restrita às situações de alta concentração de amônio (HELLING, 1998). Uma vez que a 
reação de síntese de glutamato catalisada por GDH é reversível nas condições 
termodinâmicas adequadas (van HEESWIJK et al., 2013), é possível que GDH também 
esteja envolvida na desaminação de glutamato (e produção de amônio) observada quando 
E. coli é cultivada na presença de excesso de glutamato e limitação de glucose (SENIOR, 
1975). 
Quatro outras proteínas de E. coli são capazes de ligar amônio a esqueletos 
carbônicos: NAD sintetase (produto de nadE, ou efg), carbamoil fosfato sintetase (carAB; 
seu substrato preferido é glutamina, e sua afinidade por amônio é baixa), e duas asparagina 
sintetases (asnA e asnB, também possuem preferência por glutamina). A contribuição 
destas enzimas para a assimilação de amônio é bastante baixa em comparação com a das 
duas vias descritas em maior detalhe (van HEESWIJK et al., 2013). 
1.2.2. Regulação da assimilação de amônio 
A variação ambiental na disponibilidade de íons amônio ou de fontes alternativas de 
nitrogênio, somada ao custo energético das reações catalisadas por GS/GOGAT e GDH, 
impõe a necessidade de regulação do processo de assimilação de amônio em bactérias, a 
fim de minimizar o gasto energético e adotar o estado metabólico mais adequado para o uso 
da fonte de nitrogênio disponível no momento. Esta regulação inicia-se com o controle da 
atividade das enzimas que assimilam amônio e do transportador que permite a entrada 
deste íon nas células. 
Para que a regulação mencionada ocorra, quatro outras proteínas (além das 
enzimas GS, GOGAT, GDH e do transportador de amônio AmtB) estão diretamente 
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envolvidas no monitoramento da disponibilidade de amônio e regulação da atividade do 
transporte e das vias de assimilação de amônio em E. coli: Adenililtransferase/Adenilil 
removase (ATase/AR, GlnE), PII (GlnB), GlnK, e Uridililtransferase/Uridilil removase 
(UTase/UR, GlnD). No organismo modelo E. coli, GlnK e UTase/UR são responsáveis pela 
regulação do canal de amônio AmtB, ao passo que ATase/AR, GlnB, e UTase/UR estão 
envolvidas na modulação da atividade de GS. 
2-oxo-glutarato e glutamina são os principais metabólitos cuja concentração reflete 
os níveis de amônio; em E. coli, a concentração de 2OG intracelular altera-se de 10 para 0,4 
mM e a concentração de glutamina altera-se entre 1 e 60 mM quando as células são 
cultivadas sob concentração limitante de nitrogênio reduzido e então transferidas para um 
meio rico em amônio; a concentração de glutamato, outro metabólito importante na via de 
assimilação de amônio, varia apenas duas vezes (de 100 a 200 mM) nesta situação (YUAN 
et al., 2009). O consenso tem reconhecido o papel central do monitoramento da 
concentração intracelular de 2OG, simultaneamente um intermediário do ciclo do ácido 
cítrico e um substrato para a assimilação de amônio, para regulação do metabolismo de 
nitrogênio e de carbono (HUERGO e DIXON, 2015). 
A atividade de GS, a primeira enzima da principal via de assimilação de amônio em 
E. coli, é negativamente regulada na presença de altas concentrações de glutamina (seu 
produto) e de amônio (seu substrato), presumivelmente para evitar a assimilação 
(energeticamente custosa) de mais amônio do que o estritamente necessário para o 
crescimento bacteriano. Atividade da enzima é diretamente inibida por diversos produtos de 
vias metabólicas à jusante da assimilação de amônio, entre eles alanina, glicina, histidina, 
triptofano, CTP, AMP, carbamoil fosfato, glucosamina-6-fosfato, (WOOLFOLK e 
STADTMAN, 1967). 
Curiosamente, nem glutamina nem altas concentrações de amônio são inibidores 
diretos de GS; seu efeito sobre esta enzima é exercido através da proteína ATase/AR, que 
adiciona um grupo 5’-adenilil a um resíduo de tirosina conservado (SHAPIRO e STADTMAN, 
1968) quando a disponibilidade de amônio é alta, liberando pirofosfato, e remove este 
mesmo grupo adenilil quando a concentração de amônio diminui, liberando ADP 
(ANDERSON et al., 1970). Qualquer quantidade de monômeros (de 1 a 12) pode ser 
modificada por GlnE. Esta regulação de GS por adenililação está presente em E. coli e 
outras proteobactérias (e também em streptomicetos, mas não em Bacillus e Chlostridium – 
MERICK e EDWARDS, 1995). Além de apresentar atividade muito mais baixa do que a 
proteína não-adenilada, GS-AMP ainda é mais sensível à inibição alostérica por produtos 
(KINGDON e STADTMAN, 1967) e tem preferências diferentes pelos íons Mg2+ e Mn2+ 




A proteína responsável pela regulação pós-traducional da atividade de GS é 
denominada ATase/AR (GlnE; inicialmente descrita como proteína PI identificada por 
Shapiro (1969) e caracterizada por Anderson et al. (1970) e por Anderson e Stadtman 
(1971)), e é uma proteína bifuncional contendo dois domínios nucleotidiltransferase (NT) 
conectados por uma região central de cerca de 200 resíduos de aminoácidos.  O domínio C-
terminal (AT) catalisa a adição do grupo 5’-adenilil a GS na presença de glutamina e altas 
concentrações de amônio, liberando pirofosfato, e o domínio N-terminal (AR) remove o 
grupo adenilil nas condições contrárias (JIANG, PIOSZAK, e NINFA, 2007), liberando ADP. 
A atividade desta enzima deve ser necessariamente controlada para evitar um ciclo fútil de 
adenililação/desadenililação: em E. coli, GlnE possui um sítio de interação com glutamina 
localizado no domínio AT C-terminal (JIANG e NINFA, 2009); a interação de GlnE com 
glutamina estimula a atividade do domínio AT3. 
Além de ser regulada diretamente pela interação com glutamina, a atividade de 
GlnE também responde à interação com a proteína GlnB (BROWN et al., 1971), que 
monitora os níveis intracelulares de 2-oxoglutarato. GlnB, por sua vez, também sofre uma 
modificação pós-traducional relevante em resposta ao nível de amônio intracelular. 
GlnB, inicialmente denominada PII (ANDERSON e STADTMAN, 1971), foi um dos 
primeiros componentes da regulação do metabolismo de amônio a ser descoberto 
(juntamente com GlnE, então denominado PI – SHAPIRO, 1969), e tem sido desde então 
um dos principais alvos de estudo dentre as proteínas do sistema de assimilação de 
nitrogênio devido a seu papel central no sensoreamento e sua tratabilidade para 
experimentos in vitro. A partir da descoberta de parálogos de PII em diferentes organismos, 
inclusive em E. coli (van HEESWIJK et al., 1996), o termo ―PII‖ passou a ser usado mais 
comumente para descrever qualquer proteína pertencente à família PII, ao passo que o 
regulador principal da assimilação de amônio – geralmente codificado por um gene presente 
na vizinhança de glnA ou nadE (SANT’ANNA et al., 2009) – passou a ser comumente 
chamado de GlnB. A grande quantidade de conhecimento acumulado sobre as proteínas PII 
é assunto de revisões periódicas da literatura (NINFA e ATKINSON, 2000; ARCONDÉGUY, 
JACK, e MERRICK, 2001; NINFA e JIANG, 2005; FORCHHAMMER, 2008; HUERGO, 
CHANDRA, e MERRICK, 2013). 
Tal como as demais proteínas da família PII, GlnB é uma proteína trimérica de 
pequeno tamanho (112 resíduos em E. coli e na absoluta maioria das proteobactérias) que 
possui três sítios idênticos de interação com micromoléculas (efetores), localizado entre as 
faces de contato entre os monômeros (HUERGO, CHANDRA e MERRICK, 2013). Os sítios 
                                                             
3 A interação de GlnE com glutamina foi caracterizada em E. coli, mas não está presente em todos os outros 
organismos. O estudo da proteína GlnD em Rhodospirillum rubrum, por exemplo, não encontrou evidência desta 
regulação direta da atividade de GlnE por glutamina (JOHNSON, TEIXEIRA, E NORDLUND, 2007). 
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de ligação a efetores de GlnB possuem alta afinidade por ATP/ADP, que competem pelo 
mesmo sítio de ligação, e por 2-oxoglutarato, que interage com o sítio somente na presença 
de ATP, e cuja presença aumenta a afinidade de GlnB por ATP (KAMBEROV, ATKINSON e 
NINFA, 1995). A interação de GlnB com diferentes efetores induz alterações 
conformacionais funcionalmente relevantes. Em GlnB de E. coli, a ligação de sucessivas 
moléculas de 2OG apresenta cooperatividade negativa, com cada sítio sucessivamente 
ocupado aumentando a constante de dissociação de 2OG do próximo sítio (JIANG, 
PELISKA, e NINFA, 1998); a ocupação dos três sítios, portanto, requer alta concentração 
intracelular de 2OG, indicando baixa concentração de amônio intracelular. Uma vez ligada a 
ATP e 2OG, GlnB de E. coli (e de outras proteobactérias) torna-se alvo para a uridililação do 
resíduo de tirosina 51 catalisada pela uridililtransferase (GlnD) (JAGGI et al., 1996).  
GlnD, assim como GlnE, é uma proteína bifuncional que catalisa tanto a adição 
quanto a remoção do grupo nucleotídico a uma proteína alvo; no caso de GlnD, a 
adição/remoção de um grupo uridilil monofosfato ao resíduo de tirosina 51 (Y51) de 
proteínas PII, entre elas GlnB. A arquitetura de GlnD difere da de GlnE. GlnD possui quatro 
domínios: um domínio N-terminal que possui o motivo de nucleotidil transferase (NT), 
seguido de um domínio HD (ARAVIND e KOONIN, 1998) e dois domínios ACT (GRANT, 
2006). O domínio NT é responsável pela atividade de uridililtransferase (transferindo UMP 
para o resíduo Y51 de PII a partir de UTP), ao passo que o domínio HD catalisa a remoção 
hidrolítica de uridilil; os dois domínios ACT restantes estão envolvidos na regulação da 
atividade de GlnD, que responde aos níveis intracelulares de glutamina (ZHANG et al., 
2010). Sua estrutura e mecanismo de ação são menos compreendidos que os de GlnE. 
Em condições de excesso de amônio, quando a concentração intracelular de 
glutamina é elevada, o domínio ACT C-terminal de GlnD liga-se a glutamina, causando a 
inibição da atividade de uridililtransferase no domínio NT e a estimulação da atividade de 
remoção de uridilil do domínio HD (ZHANG et al., 2010)4, esta última presumivelmente por 
aumento da afinidade por GlnB uridililada (GlnB-UMP); ambas as atividades são 
estimuladas pela ligação de 2OG a GlnB (JIANG, PELISKA, e NINFA, 1998). Assim, GlnD 
catalisa a uridililação de GlnB na ausência de glutamina/amônio, e a remoção do grupo 
uridilil quando a concentração de glutamina/amônio aumenta. 
O estado de uridililação e a interação de GlnB com seus efetores são importantes 
para o controle da atividade de GlnE, segundo se observou em estudos in vitro (JIANG, 
PIOSZAK, e NINFA, 2007; JIANG e NIFA, 2009). Quando a concentração de amônio é 
                                                             
4 Cumpre notar que há diferenças no modo de regulação de GlnD de diferentes organismos, e é provável que 
mais diferenças sejam observadas à medida que homólogos destas proteínas forem caracterizados em mais 
procariotos; em Rhodospirillum rubrum, por exemplo, glutamina não inibe a uridiliação de PII (JONSSON e 
NORDLUND, 2007). A direção geral da regulação não varia muito, mas os detalhes ocasionalmente divergem 
entre os organismos. 
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baixa, GlnB encontra-se uridililada e ligada a mais de uma molécula de 2OG, e interage com 
o domínio AT de GlnE estimulando a atividade do domínio AR, que então catalisa a ativação 
de GS através da remoção do grupo adenilil. A ligação de 2OG a GlnB não é necessária 
para a interação, mas aumenta consideravelmente a ativação do domínio AR (JIANG, 
MAYO, e NINFA, 2007), e provavelmente ocorre in vivo. Inversamente, quando amônio é 
abundante, GlnB encontra-se desuridililada (e ligada a no máximo uma molécula de 2OG 
por trímero), e interage com o domínio AR de GlnE estimulando a atividade do domínio AT. 
A interação de GlnE com glutamina (que ocorre quando amônio é abundante), além de 
estimular a atividade do domínio AT, contribui para aumentar a afinidade do domínio AR por 
PII (JIANG, PIOSZAK, e NINFA, 2007). 
Em resumo, a regulação da assimilação de amônio por GS é produto de uma 
cascata de regulação envolvendo as proteínas GS, GlnE, GlnB e GlnD dirigida 
primariamente pelas concentrações intracelulares de 2OG e glutamina. Quando há 
abundância de amônio, os níveis intracelulares de glutamina são elevados e os de 2OG são 
baixos; nestas condições, GlnD interage com glutamina, o que inibe sua atividade de 
uridililtransferase e estimula sua atividade de remoção de uridilil, provocando a 
desuridililação de GlnB. Simultaneamente, o domínio AT de GlnE interage com glutamina, o 
que estimula sua atividade de adenililtransferase; GlnB desuridililada interage com o 
domínio AR de GlnE, reforçando a estimulação da atividade do domínio AT, o que leva à 
adenililação de GS, com conseqüência diminuição de sua atividade. GS adenililada torna-se 
mais sensível à inibição por seus reguladores alostéricos, presentes em alta concentração 
devido à abundância de nitrogênio. 
Inversamente, a falta de amônio leva à depleção do pool intracelular de glutamina e 
ao aumento da concentração de 2OG. Nesta situação, não há glutamina em concentração 
suficiente para interagir com GlnD, o que leva ao estímulo de sua atividade de 
uridililtransferase e inibição da atividade de remoção de uridilil; GlnB encontra-se ligada a 
2OG, o que estimula ainda mais a atividade de uridililação, convertendo GlnB em GlnB-
UMP. GlnB-UMP interage com o domínio AT de GlnE, estimulando a atividade do domínio 
AR, que remove os grupos uridilil de GS, tornando-a mais ativa. 
Em contraste com a complexa regulação pós traducional de GS, GOGAT parece 
não ter sua atividade controlada em bactérias. GDH, responsável pela via alternativa de 
assimilação de amônio, parece ser inibida somente por altas concentrações de 2-
oxoglutarato e NH4+ em E. coli (SHARKLEY e ENGEL, 2008). 
E. coli e diversas outras proteobactérias possuem uma segunda proteína PII, 
denominada GlnK (van HEESWIJK et al., 1996), cujo gene localiza-se no mesmo operon 
que amtB e cuja função parece ser mais intimamente relacionada com a regulação do 
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transportador de amônio AmtB5. Tal qual GlnB, GlnK também liga-se a ATP e 2OG e 
também sofre uridililação catalisada por GlnD em baixa concentração de amônio. Seu alvo 
principal, porém, parece ser o transportador AmtB; na presença de alta concentração de 
amônio, GlnK encontra-se desuridililada e sem ligação a 2OG e, neste estado, consegue 
interagir com AmtB na membrana plasmática bloqueando o fluxo de íons amônio através do 
canal (COUTTS et al., 2002). Nesta interação, cada monômero de GlnK bloqueia um dos 
três poros de transporte de amônio do trímero de AmtB (CONROY et al., 2007). 
Inversamente, quando a concentração de amônio é baixa, GlnK liga-se a ATP e 2OG e 
dissocia-se de AmtB; sua subseqüente uridililação por GlnD torna-a incapaz de interagir com 
AmtB, permitindo a internalização de amônio através do canal. Este sistema de regulação 
parece ser bastante conservado, como é posto em evidência pela ligação genética entre os 
genes glnK e amtB (JAVELLE e MERRICK, 2005). 
A figura 1 representa os principais processos do transporte e assimilação de 
amônio via GS discutidos nesta seção. 
                                                             
5 Nem todas as proteobactérias possuem dois parálogos de PII. Organismos que possuem apenas uma proteína 
PII (como A. vinelandii) tendem a possuir apenas GlnK (a proteína PII coexpressa com AmtB), que neste caso 
exerce as funções que em E. coli são realizadas tanto por GlnB quanto por GlnK. Dentre organismos que 
possuem dois ou mais parálogos de PII, nem sempre há grande diferença funcional entre as proteínas (como em 






célula passa a ser obtido por difusão de amônia  (NH3) através da membrana. GlnB desuridililada 
encontra-se majoritariamente ligada a ATP/ADP, mas não a 2OG; nestas condições, GlnB interage 
com o domínio AR de GlnE, estimulando a atividade a atividade do domínio AT C-terminal, que 
catalisa a adenililação de GS. GS adenillilada é pouco ativa, de modo que a taxa de incorporação 
NH4+ diminui sensivelmente em relação à observada durante a escassez de amônio. 
1.2.3. Alteração da expressão gênica em resposta aos níveis de amônio 
Além da regulação pós-traducional da atividade das proteínas envolvidas na 
assimilação do amônio, há também controle da expressão gênica destas e de outras 
proteínas em resposta a variações na concentração de amônio, de modo a permitir um 
ajuste melhor do metabolismo a diferentes fontes de nitrogênio. Há mais variação entre os 
organismos neste aspecto da regulação da assimilação de amônio do que na regulação 
direta da atividade das proteínas da via, de modo que os dados encontrados em E. coli 
devem ser extrapolados com cautela para outros organismos. De modo geral, três proteínas, 
NtrB (NRII), NtrC (NRI) e o fator σ54 (NtrA, RpoN), estão indiretamente envolvidas com a 
regulação da assimilação de amônio ao controlar a expressão de alguns dos genes que 
codificam proteínas envolvidas neste processo. 
Diversos genes do metabolismo de nitrogênio, especialmente no metabolismo de 
fontes alternativas de nitrogênio, são expressos sob o controle de um fator sigma específico, 
denominado σ54 (ou σN) (KUSTU et al., 1989), constitutivamente expresso (CASTAÑO e 
BASTARRACHEA, 1984). O fator σ54 reconhece uma seqüência conservada nas regiões -24 
e -12 dos promotores de seus genes alvo (TGGCACRNNNTTGCW em E. coli – BARRIOS 
et al., 1999). Sua estrutura foi recentemente elucidada (CAMPBELL et al., 2017). 
Diferentemente dos demais fatores sigma de E. coli, que são intrinsecamente 
capazes de a transcrição gênica caso tenham a chance de interagir com a região promotora 
(DAVIS et al., 2017), σ54 é intrinsicamente inativo; sua ligação à região promotora leva ao 
recrutamento da RNA polimerase, mas não ao início da transcrição (ZHANG e BUCK, 2015). 
A transcrição a partir de σ54 somente pode ser iniciada através da interação com uma 
enhancer binding protein bacteriana (bEBP), que cliva ATP para gerar a alteração 
conformacional em σ54 necessária para o início da transcrição (MORETT e SEGOVIA, 
1993). 
NtrB e NtrC são proteínas que formam um sistema de dois componentes (STOCK, 
ROBINSON, e GOUDREAU, 2000), no qual NtrB corresponde à proteína histidina-quinase 
sensora e NtrC à proteína de regulação de resposta. NtrB catalisa a 
fosforilação/defosforilação de NtrC, e NtrC fosforilado atua como um ativador transcricional 
(NINFA e MAGASANIK, 1983). 
NtrC é um ativador transcricional da família das bEBPs, que possui uma arquitetura 
de três domínios bastante característica (SHINGLER, 1996): o domínio N-terminal possui 
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função regulatória, com um resíduo de aspartato (D54) que é alvo para a fosforilação por 
NtrB (SANDERS et al., 1992). O domínio central pertence à família AAA+, e contém os 
motivos de Walker para ligação e hidrólise de ATP (HANSON e WHITEHEART, 2005), além 
de um motivo conservado GAFTGA de interação com o fator σ54 (WANG et al., 1997). Por 
fim, o domínio C-terminal contém um motivo hélice-volta-hélice de interação com DNA 
(ARAVIND et al., 2005), que permite a NtrC reconhecer regiões específicas das regiões 
promotoras de seus genes-alvo e é essencial para a dimerização de NtrC (KLOSE et al., 
1994). 
NtrC não-fosforilado é mantido em sua forma inativa, dimérica, por seu domínio C-
terminal. A fosforilação do resíduo D54 facilita a formação da forma ativa, hexamérica, de 
NtrC ligado às regiões promotoras de seus genes-alvo (PORTER et al., 1993). O hexâmero 
de NtrC fosforilado interage com o fator σ54 através do motivo GAFTGA e cliva ATP a ADP e 
Pi, catalisando a formação do complexo aberto para iniciar a transcrição de genes 
dependentes de σ54. 
O estado de fosforilação de NtrC é controlado principalmente por NtrB, uma 
proteína com atividade de histidina quinase e fosfatase que é um dos alvos de regulação de 
GlnB. NtrB é uma proteína dimérica com massa total de 68 kDa que possui três domínios 
funcionais: um domínio N-terminal sensor, um domínio central H (helical) que contém um 
resíduo de histidina autofosforilável (NINFA et al., 1993), e um domínio GHKL C-terminal 
responsável pela ligação a nucleotídeos (KRAMER e WEISS, 1999). NtrB possui atividade 
de quinase ATP-dependente e fosfatase reguladas pela interação da proteína GlnB com a 
região C-terminal de NtrB (PIOSZAK, JIANG, e NINFA, 2000). Na presença de amônio, 
GlnB desuridililada liga-se a três moléculas de ATP e uma de 2OG interage com NtrB, 
inibindo sua atividade de autoquinase e estimulando sua atividade de fosfatase, levando à 
desfosfatização de seu alvo NtrC (JIANG e NINFA, 1999)6. A interação entre GlnB e NtrB 
parece envolver o T-loop de GlnB (MARTINEZ-ARGUDO e CONTRERAS, 2002) e o 
domínio transmissor de sinal (H + GHKL) de NtrB (PIOSZAK, JIANG, e NINFA, 2000; 
MARTINEZ-ARGUDO et al., 2002)7. Na ausência de amônio, porém, GlnB é uridililada por 
GlnD, o que a impede de interagir com NtrB; a ausência de interação com GlnB estimula a 
atividade de NtrB, que realiza sua autofosforilação e transferência do grupo fosfato pra NtrC 
(ATKINSON et al., 1994). Deste modo, NtrC é fosforilado quando a concentração intracelular 
de amônio for baixa (GlnB uridililada, incapaz de estimular a atividade fosfatase de NtrB). 
                                                             
6 De acordo com os mesmos autores, a ligação de GlnB a mais moléculas de 2OG torna-a menos eficiente em 
ativar a atividade de fosfatase de NtrB, muito embora GlnB permaneça associada a NtrB (JIANG e NINFA, 
2009b).  
7 O ―domínio sensor‖ de NtrB parece não estar realmente envolvido com sensoreamento, mas sim com a 




Um segundo doador de grupos fosfato para NtrC é o acetil fosfato, um metabólito que tende 
a acumular-se no citoplasma com o aumento da concentração de acetil-CoA e acetato, e 
cuja presença indica um ambiente com alta relação carbono / nitrogênio (McCLEARY e 
STOCK, 1994). Sua principal função sinalizadora parece ser de aumentar a intensidade da 
resposta de alguns sistemas de ddois componentes, entre eles NtrB-NtrC (WOLFE, 2005). 
O sistema NtrB-NtrC tem efeito indireto sobre a assimilação de amônio ao controlar 
a transcrição de algumas das proteínas envolvidas no processo. Em E. coli, o gene glnA é 
expresso a partir de dois promotores: o promotor distal (glnAp1) é dependente de σ70, 
ativado por cAMP (REITZER e MAGASANIK, 1985) e reprimido por NtrC (HIRSCHMAN et 
al., 1985); e um promotor proximal (glnAp2) fortemente induzido por σ54 e NtrC (REITZER e 
MAGASANIK, 1985), garantindo que a expressão de GS seja maior quando a concentração 
de amônio for baixa, situação em que NtrC está ativo. Dois sítios de ligação para NtrC  
ocorrem neste promotor: um parcialmente sobreposto à região -35 do promotor glnAp1, e 
outro sobreposto ao início da transcrição (REITZER e MAGASANIK, 1986). Além disso, os 
genes ntrBC (também denominados glnLG) localizam-se à jusante de glnA no mesmo 
operon, de modo que a expressão de GS mediada por NtrC também conduz à expressão de 
mais NtrC (REITZER e MAGASANIK, 1985). A região entre os genes glnA e ntrBC contém 
também um terceiro promotor σ70 exclusivo aos genes ntrBC, cuja atividade é 
negativamente regulada pela ligação de NtrC a um sítio sobreposto ao início da transcrição 
a partir de glnAp1 (PAHEL, ROTHSTEIN e MAGASANIK, 1982; UENO-NISHIO et al., 1984). 
Assim, em condições de excesso de amônio, NtrC desfosforilado reprime a transcrição tanto 
de glnA quanto de ntrBC ao ligar-se a seus sítios sobrepostos ao início da transcrição e 
região -35 de glnAp1; quando a concentração de amônio diminui, NtrC ligado aos dois sítios 
(mas especialmente ao sítio sobreposto a -35) ativa a transcrição de glnAntrBC (HUNT e 
MAGASANIK, 1985; REITZER e MAGASANIK, 1986). Em outras proteobactérias, a 
regulação da transcrição por este sistema de dois componentes é semelhante à de E. coli, 
com algumas exceções – os genes glnA e ntrBC nem sempre se encontram sob controle de 
um mesmo operon8. 
O operon glnKamtB de E. coli é transcrito exclusivamente a partir de um promotor 
σ54 ativado pela ligação de NtrC fosforilado a um sítio (e meio) de ligação a NtrC (van 
HEESWIJK et al., 1996, apud HERVÁS et al., 2009; ATKINSON et al., 2002), o que implica 
que a quantidade de canais de amônio na membrana será maior quando a célula estiver em 
                                                             
8 Por exemplo, os genes glnA e ntrBC não formam um mesmo operon em A. brasilense (LIANG, ARSENE e 
ELMERICH, 1993), R. capsulatus (JONES e HASELKORN, 1989) e S. melilotti (SZETO et al., 1987). Em K. 
pneumoniae, o controle da transcrição de glnAntrBC é essencialmente idêntico ao de E. coli, com dois 
promotores pglnA1 (σ70, inibido por NtrC) e pglnA2 (σ54, ativado por NtrC) a montante de glnA e um terceiro 
promotor σ70 (inibido por NtrC) à montante de ntrBC, com um terminador rho-independente entre glnA - ntrBC 
(ALVAREZ-MORALES, DIXON e MERRICK, 1984; MacFARLANE e MERRICK, 1985). Em H. seropedicae, a 
transcrição de glnAntrBC é controlada por dois promotores tal como em E. coli (PERSUHN et al., 2000). 
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ambiente com baixa concentração de amônio. Devido à coexpressão de GlnK, a 
concentração intracelular total de PII aumenta na ausência de amônio; isto pode ser 
fisiologicamente relevante, uma vez que, em E. coli, GlnB e GlnK podem formar 
heterotímeros e substituir uma à outra na interação com seus alvos (van HEESWIJK et al., 
2000). A transcrição de GlnB (LIU e MAGASANIK, 1993), GlnD (KIM et al., 1998) e GlnE 
(van HEESWIJK et al., 1993) é constitutiva, independente de σ54 e NtrC em E. coli.  










A regulação da expressão gênica por NtrC não se restringe aos promotores de 
glnAntrBC e glnKamtB; NtrC é um regulador geral do metabolismo em E. coli, com influência 
direta ou indireta sobre a expressão de cerca de 2% do genoma (ZIMMER et al., 2000). No 
geral, os demais genes do regulon NtrC estão relacionados com a expressão de 
transportadores para fontes alternativas de nitrogênio.  
1.2.4. Regulação do metabolismo de nitrogênio em Herbaspirillum seropedicae 
As seções anteriores descreveram o metabolismo geral de assimilação do amônio e 
controle do metabolismo de nitrogênio de proteobactérias baseando-se principalmente no 
conhecimento que se tem deste sistema em E. coli; as características gerais do sistema 
tendem a ser conservadas nas proteobactérias, mas alguns pontos específicos, 
especialmente no que toca à regulação da expressão gênica, podem variar entre os 
organismos. 
H. seropedicae possui um sistema de regulação do metabolismo de nitrogênio 
muito semelhante ao descrito para E. coli: o operon glnAntrBC é transcrito tanto a partir de 
um promotor constitutivo quanto de um promotor regulado por NtrC (PERSHUN et al., 2000; 
SCHWAB et al., 2007); duas proteínas PII estão presentes (BENELLI et al., 2002), dentre as 
quais GlnB é expressa constitutivamente (BENELLI et al., 1997) e GlnK é coexpressa com 
AmtB a partir de um promotor σ54 regulado por NtrC (NOINDORF et al., 2005). Uma 
diferença para com E. coli é a presença de um gene adicional no operon nlmAglnKamtB de 
H. seropedicae; a função de nlmA permanece obscura (NOINDORF et al., 2006). 
Ambas as proteínas PII de H. seropedicae interagem com ATP, ADP e 2OG 
(OLIVEIRA et al., 2015) e podem ser uridililadas por GlnD, com a uridililação requerendo 
2OG e a desuridililação necessitando de glutamina (BONATTO et al., 2007). GlnB, GlnK, e 
suas respectivas formas uridililadas ligam-se a ATP, ADP, e 2OG com cooperatividade 
homotrópica negativa e com cooperatividade positiva entre ATP e 2OG (OLIVEIRA et al., 
2015). O mesmo estudo mostrou que as proteínas PII de H. seropedicae têm afinidade mais 
baixa por ATP/ADP quando uridililadas, mas mantêm a mesma afinidade por 2OG – uma 
diferença em relação a GlnB de E. coli, que quando uridililada mantém a afinidade por 
ATP/ADP e perde afinidade por 2OG (JIANG, PELISKA, e NINFA, 1998). Há algumas 
diferenças quanto ao padrão de uridililação entre GlnB e GlnK em H. seropedicae: a 
uridililação de GlnB é afetada negativamente pelo aumento da concentração de ADP no 
sistema de reação, ao passo que a uridililação de GlnK é indiferente à presença de ADP 
(BONATTO et al., 2012). Tanto GlnB quanto GlnK interagem com a proteína AmtB  quando 
as células são submetidas a um choque de amônio (HUERGO et al., 2010). 
Algumas diferenças fundamentais entre a regulação do metabolismo de nitrogênio 
em H. seropedicae e E. coli são devidas à presença de genes adicionais em H. seropedicae 
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para a aquisição de nitrogênio de fontes alternativas, como nitrato (através de nitrato 
redutase assimilatória – BONATO et al., 2016) e o nitrogênio atmosférico (através do 
sistema de fixação biológica de nitrogênio – ver CHUBATSU et al., 2012, e seção 1.4), e de 
seus repectivos reguladores. Além do sistema de dois componentes NtrB/NtrC, H. 
seropedicae também possui um sistema de regulação NtrX/NtrY, que está envolvido na 
expressão de genes relacionados ao metabolismo de nitrato na ausência de amônio 
(BONATO et al., 2016). O próprio regulon de NtrC inclui alguns genes diferentes em H. 
seropedicae; notoriamente, entre seus membros está o ativador transcricional NifA, 
responsável pela ativação da transcrição dos genes de fixação de nitrogênio (WASSEM et 
al., 2002). NtrC também foi recentemente associado com a expressão de glucose-6-fosfato 
desidrogenase em H. seropedicae, evidenciando uma conexão entre o metabolismo de 
carbono e o de nitrogênio (SACOMBOIO et al., 2017). 
As enzimas GS, GOGAT, GDH de H. seropedicae não foram estudadas. O gene 
glnE está presente, e sua interrupção leva a uma menor eficiência na incorporação de 
nitrogênio atmosférico (FAORO, 2004). Regulação da expressão de GlnD e GlnE não foi 
estudada neste organismo. 
1.3. PROTEÍNAS PII 
Em todo o processo de regulação do metabolismo de nitrogênio em procariotos, as 
proteínas da família PII possuem importância central. Proteínas da família PII são 
ubiquamente distribuídas em Bacteria, Archaea, e Plantae; a análise filogenética de mais de 
700 seqüências permitiu dividi-las em três subfamílias (SANT’ANNA et al., 2009): uma 
contendo os genes glnB/glnK, mais conhecidos e estudados; outra contendo nifI1 e nifI2, 
proteínas PII associadas aos operons de fixação de nitrogênio (LEIGH e DODSWORTH, 
2007); e uma terceira contendo proteínas pouco caracterizadas, aparentemente associadas 
com transportadores de metais. De maior interesse, para este trabalho, são as proteínas 
denominadas GlnB e GlnK. 
Seguindo-se a proposta de Arcondeguy, Jack e Merrick (2001), reforçada pelo 
conhecimento de filogenia (SANT’ANNA et al., 2009), denomina-se glnB os genes de PII 
associados a glnA ou nadE e glnK os genes associados a amtB, ou ao menos 
filogeneticamente mais próximos dos demais genes glnK do que dos genes glnB. O gene 
glnZ de A. brasilense mantém o nome por tradição (foi descoberto e nomeado na mesma 
época que glnK – de ZAMAROCZY et al., 1996) e por não ser cotranscrito juntamente com 
amtB, embora seja semelhante aos demais genes glnK em termos de seqüência e função e 
interaja com AmtB (RAJENDRAN et al., 2011). Para organismos que possuem mais de dois 
genes PII parálogos, utiliza-se letras adicionais além de glnB e glnK (Rhodospirillum rubrum 
possui GlnB, GlnK, e GlnJ, por exemplo – JONSSON et al., 2007). Parálogos de PII podem 
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apresentar grande semelhança funcional (NOINDORF et al., 2011) ou grandes divergências 
(TEIXEIRA et al., 2008a), dependendo do organismo em estudo.  
A relevância das proteínas PII para o metabolismo provém de sua capacidade de 
regular a atividade de proteínas alvo por meio de interações proteína-proteína, que por sua 
vez são reguladas pela conformação adotada por PII em razão de sua interação com 
micromoléculas sinalizadoras e/ou de sua modificação pós-traducional (HUERGO, 
CHANDRA, e MERRICK, 2013). 
Em bactérias e arquéias, a função principal de PII é regular a atividade de proteínas 
envolvidas com o metabolismo central de nitrogênio (ARCONDEGUY, JACK, e MERRICK, 
2001), ao passo que em plantas a principal função descrita para as proteínas PII é a 
regulação da síntese de arginina no cloroplasto, através de interação com a enzima NAGK 
(UHRIG et al., 2009). Uma conexão entre PII e o metabolismo de carbono foi estabelecida 
em E. coli com a caracterização da interação entre GlnB e BCCP (GERHARDT et al., 2015). 
As proteínas PII apresentam uma notável similaridade de seqüência e estrutura (HUERGO, 
CHANDRA, e MERRICK, 2013); PII são proteínas triméricas pequenas (em Proteobacteria, 
com raras exceções, estas proteínas possuem 112 resíduos) que apresentam três sítios 
para a ligação de micromoléculas nas interfaces entre os monômeros. A estrutura geral de 
PII é descrita como um barril de α-hélice/folha β contendo três regiões pouco estruturadas 
com grande importância funcional: o T-loop, o B-loop e o C-loop. O T-loop é uma região 
grande (10-12 resíduos) altamente flexível e com pouca estruturação secundária que se 
sabe estar envolvido na interação com a maioria dos alvos já caracterizados das proteínas 
PII. À exceção da proteína DraG de A. brasilense, que interage com a face lateral do trímero 
de GlnZ (RAJENDRAN et al., 2011), as demais interações já caracterizadas entre proteínas 
PII e seus alvos (GlnK e AmtB (CONROY et al., 2007), GlnB e NtrB (JIANG e NINFA, 1999), 
PII e NAGK (LLACER et al., 2007), PII e PipX (LLACER et al., 2010), e diversas PII e 
proteínas NifA (ver seção 1.4.2)) têm envolvimento crucial do T-loop. O T-loop é também 
uma região importante para a regulação da atividade de PII, pois contém resíduos que 
podem sofrer modificação pós traducional (MERRICK, 2015). A modificação é geralmente 
uridililação do resíduo Y51 em proteobactérias, adenililação do resíduo Y51 em 
Streptomyces coelicolor (HESKETH et al., 2002) e Corynebacterium glutamicum 
(STROSSER et al., 2004), e fosforilação do resíduo S49 em cianobactérias 
(FORCHHAMMER et al., 2004). A modificação pós-traducional é importante para modular a 
interação com diversas proteínas alvo. O B-loop e o C-loop estão envolvidos na formação de 
sítios para interação com micromoléculas (ATP, ADP, 2OG) nas interfaces entre os 
monômeros de PII. A figura 3 mostra a estrutura de GlnZ de A. brasilense, a primeira 
proteína PII cristalizada com 2OG e ATP no sítio de interação correto (PDB 3MHY – TRUAN 
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et al., 2010), como exemplo de estrutura de PII, destacando as regiões mais bem 
caracterizadas. 
 
Figura 3 - Vista lateral do trímero de GlnZ de A. brasilense (PDB 3MHY).  
Cada monômero está representado em diferentes tons de verde. Os efetores 2OG (ciano) e ATP 
(cinza) estão destacados em um dos sítios de interação com efetores presente na interface entre 
duas subunidades. Formando parte do sítio de interação com efetores estão o B-loop (82-88, em 
azul) e o C-loop (102-105, em roxo). O T-loop (37-55) está mostrado em vermelho, com o resíduo de 
tirosina 51 que é alvo de uridililação em proteobactérias representado com sua cadeia lateral. 
A interface entre os monômeros de PII abriga sítios de ligação com alta afinidade 
por ATP/ADP e 2OG. O padrão geral é bastante semelhante entre os organismos 
estudados: ATP e ADP ligam-se competitivamente à mesma região do sítio de interação 
com efetores, e a interação de PII com 2OG depende da presença de ATP e aumenta a 
afinidade de PII por ATP (sinergia entre ATP e 2OG). ADP, por sua vez, antagoniza a 
interação de PII com ATP (FORCHHAMMER e LUDDECKE, 2015). Cada trímero de PII tem 
potencial para ligar-se a até 3 moléculas de ADP, ou até 3 moléculas de ATP, ou a 3 
moléculas de ATP e até 3 de 2-oxoglutarato, abrindo a possibilidade de padrões de 
regulação complexos dependentes da interação com diferentes quantidades de cada efetor. 
Ainda, a ligação de PII a efetores freqüentemente apresenta cooperatividade homotrópica 
negativa entre os três sítios, implicando na existência de três constantes de dissociação 
diferentes e três conformações distintas para cada efetor (FOKINA et al., 2010). Os diversos 
estados possíveis de ligação de GlnB de E. coli foram alvo de tratamento matemático 
recentemente (ROCHA et al., 2013). Devido à alta afinidade da maioria das proteínas PII por 
ATP/ADP (em GlnB de E. coli, Kd entre 50-520 μM para a ligação a ATP na ausência de 
2OG,  e Kd de 32-38 μM para a ligação de ADP – JIANG e NINFA, 2007b), e à elevada 
concentração destes metabólitos nas células (3 mM de ATP, 250 μM de ADP – 
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BUCKSTEIN, HE e RUBIN, 2008 – com pouca alteração na presença ou ausência de 
amônio – YUAN et al., 2009), é esperado que PII esteja sempre ligada a adenonucleotídeos 
in vivo. Quando as células são cultivadas na presença de fonte abundante de energia (como 
nos estudos citados), espera-se que a maior parte das proteínas PII encontre-se ligada a 
três moléculas de ATP, com uma pequena subpopulação ligada a 2 ATP e 1 ADP; ligação a 
duas ou mais moléculas de ADP só é esperada na ausência de fontes de energia – ou, 
possivelmente, caso as proteínas PII possuam atividade ATPásica, uma proposta ainda 
controversa (RADCHENKO, THORNTON e MERRICK, 2013). 
Diferentemente da concentração de adenilatos, a concentração de 2OG é 
altamente variável (0,4-10 mM – YUAN et al., 2009) de acordo com a disponibilidade de 
amônio na célula (HUERGO e DIXON, 2015), e portanto há possibilidade de encontrar PII 
ligada a uma, duas, ou três moléculas de 2OG (o Kd da interação de GlnB de E. coli com 
2OG é de 12, 120, e 5000 μM para um, dois e três sítios ocupados – JIANG e NINFA, 
2007b. Na ausência de ATP, o Kd de 2OG foi estimado em 4 mM, fisiologicamente 
irrelevante – ENGLEMAN e FRANCIS, 1978). A interação de PII com seus efetores 
influencia sua conformação, e a conformação de PII, por sua vez, influencia sua capacidade 
de interagir com seus alvos e os efeitos de seu modo de interação. A figura 4 representa 











exclusivamente do aumento da concentração de glutamina, sendo indiferente à 
concentração de 2OG (JIANG, PELISKA, e NINFA, 1998; ZHANG et al., 2010). Além de 
influenciar a interação de PII com diversas proteínas alvo, é bastante possível que a 
uridililação influencie a afinidade de PII por seus efetores ATP, ADP, e 2OG. Esta 
possibilidade não foi estudada a fundo em E. coli, mas um trabalho com PII de H. 
seropedicae (GlnB e GlnK) mostrou que, neste organismo, a uridililação diminui 
sensivelmente a afinidade de GlnB e GlnK por ATP e ADP (mas não por 2OG na presença 
de ATP saturante – OLIVEIRA et al., 2015). Os estados de uridiliação de PII fisiologicamente 















1.4. FIXAÇÃO BIOLÓGICA DE NITROGÊNIO 
A fixação biológica do nitrogênio (FBN) consiste na redução do gás dinitrogênio a 
amônio catalisada pelo complexo enzimático da nitrogenase. A FBN é responsável por cerca 
de 50-60% de todo o nitrogênio fixado anualmente na Terra (KIM e REES, 1994; VITOUSEK 
et al., 1997, FOWLER et al., 2013)9, sendo um processo vital para a manutenção do ciclo do 
nitrogênio. Este processo também é importante economicamente: visto que o nitrogênio é 
um dos principais nutrientes limitantes da produtividade agrícola (MASCLAUX-DAUBRESSE 
et al., 2010). Desde a invenção da síntese de Haber-Bosch em 1909, a deficiência de 
nitrogênio no solo costuma ser corrigida com a adição direta de amônio sintetizado 
quimicamente – uma prática com custos econômicos e ambientais consideráveis (GILLER e 
CADISH, 1995; CREWS e PEOPLES, 2004).  
O nitrogênio atmosférico é uma das fontes de nitrogênio alternativas ao amônio, e 
apresenta a vantagem de estar disponível em quantidade elevada, constante e inexaurível 
na atmosfera (78%). A capacidade de incorporá-lo a moléculas orgânicas, porém, está 
restrita aos poucos organismos procarióticos (denominados diazotrofos) que possuem o 
arcabouço enzimático para realizar a redução de N2 a amônio.  A baixa reatividade do 
dinitrogênio constitui o maior obstáculo para sua utilização (KIM e REES, 1994); a quebra da 
tripla ligação requer alto dispêndio de energia e um aparato molecular complexo. A 
estequiometria da reação foi definida a partir do trabalho de Simpson e Burris (1984), e é 
mostrada abaixo10: 
𝑵𝟐 + 𝟖𝑯
+ + 𝟖𝒆− + 𝟏𝟔𝑨𝑻𝑷𝟒−. 𝑴𝒈𝟐+ + 𝟏𝟔𝑯𝟐𝑶
𝑵𝟐𝒂𝒔𝒆
    𝟐𝑵𝑯𝟑 + 𝑯𝟐 + 𝟏𝟔𝑨𝑫𝑷
𝟑−.𝑴𝒈𝟐+ + 𝟏𝟔𝑷𝒊 + 𝟏𝟔𝑯+ 
A reação possui um custo energético elevado, com 8 ATP e 4 equivalentes 
redutores consumidos para cada átomo de nitrogênio fixado. A produção de gás hidrogênio 
é inerente ao mecanismo da reação (LUKOYANOV et al., 2016) e seu potencial para a 
produção de biocombustíveis tem sido alvo de investigação (ADESSI et al., 2012). A amônia 
produzida é rapidamente protonada a amônio em solução. 
A reação envolve duas enzimas distintas, produto de três genes, que foram mais 
bem caracterizadas em A. vinelandii, o organismo modelo para estudo da nitrogenase. A 
proteína ferro (Fe, NifH, dinitrogenase redutase) é um homodímero de cerca de 40 kDa que 
contém dois sítios para ligação de ATP (um em cada monômero) e um cluster [4Fe-4S] na 
interface entre suas duas subunidades (GEORGIADIS et al., 1992). Sua função é transferir 
                                                             
9 Do total de nitrogênio fixado biologicamente, Fowler e colaboradores (2013) estimaram que cerca de 23% (ou 
50% da FBN terrestre) advenha de culturas vegetais. 
10 Esta equação não aparece em Simpson e Burris (1984), embora seja decorrente diretamente deste trabalho e 
a maioria das revisões lhe façam referência direta (por exemplo, KIM e REES, 1994); para uma discussão maior 
sobre a representação completa desta reação, mostrada no texto, ver Ipata e Pesi (2015). 
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elétrons para reduzir a proteína ferro-molibdênio (FeMo, NifDK, dinitrogenase), que contém 
um complexo cofator de ferro-molibdênio (FeMoco, cluster M, [8Fe-9S-C-Mo-homocitrato]) 
pertencente ao sítio ativo da nitrogenase11. A enzima que efetivamente catalisa a redução 
do nitrogênio é a proteína FeMo, um tetrâmero de ~250 kDa formado pela junção de dois de 
heterodímeros de NiDK. Cada heterodímero coordena dois centros metálicos: um cluster P 
(8Fe-7S – CHAN et al., 1993), responsável  por receber o elétron transmitido por NifH, e um 
cluster M (7Fe-9S-C-Mo-homocitrato – LANCASTER et al., 2011), responsável pela catálise. 
As duas unidades do tetrâmero não funcionam independentente; há cooperatividade 
negativa entre elas, de modo que um dímero de NifDK é inibido enquanto o outro está ativo 
(DANYAL et al., 2016). Ambas as proteínas tiveram suas estruturas determinadas 
(GEORGIADIS et al., 1992; TEZCAN et al., 2005), e uma representação esquemática da 





                                                             
11 Esta seção descreve apenas a nitrogenase dependente de molibdênio, que é a forma mais eficiente, melhor 
caracterizada e mais amplamente distribuída da nitrogenase. Diversos organismos codificam também 
nitrogenases alternativas estruturalmente semelhantes, que diferem da nitrogenase clássica pela presença de 
vanádio ou ferro no lugar do átomo de molibdênio no cluster M, o que torna a catálise menos eficiente. Entre 
estes organismos encontram-se A. vinelandii (HALES et al., 1986; CHISNELL et al., 1988), R. rubrum (LEHMAN 
e ROBERTS, 1991),  R. capsulatus (MASEPOHL e KLIPP, 1996), Rhodopseudomonas palustris (ODA et al., 






proteína Fe para o cluster P da proteína FeMo, reduzindo-a (DUVAL et al., 2013). A proteína 
Fe oxidada então hidrolisa as duas moléculas de ATP produzindo ADP e Pi, que dissociam-
se muito lentamente dos sítios de ligação (16-25 s-1) (YANG et al., 2016). Após a 
dissociação de Pi e ADP, a proteína Fe dissocia-se rapidamente de FeMo, e o ciclo 
recomeça com a redução da proteína Fe por flavodoxina ou ferredoxina (DUVAL et al., 
2013). A lenta etapa de dissociação de Pi do sítio catalítico da proteína Fe é a etapa 
limitante da reação de fixação do nitrogênio (YANG et al., 2016). 
Grandes avanços ocorreram recentemente na compreensão do mecanismo da 
redução do nitrogênio (HOFFMAN et al., 2014; KHADKA et al., 2017), especialmente no 
tocante ao papel da produção de hidrogênio. Thorneley e Lowe (1985) descreveram o ciclo 
de fixação de nitrogênio na forma de 9 etapas (E0 a E8), correspondentes ao número de 
elétrons transferidos para a proteína FeMo; estudos posteriores mostraram que a proteína 
FeMo pode acumular até 4 elétrons de cada vez, e portanto o ciclo pode ser dividido em 
duas metades (HOFFMAN et al., 2014). A primeira metade do ciclo (E0-E4) introduz 
progressivamente quatro elétrons e quatro átomos de hidrogênio (dois hidretos, dois 
prótons) ao cluster M, possivelmente com dois dos hidretos compartilhando parcialmente um 
mesmo átomo de ferro ligado a um enxofre ligado a molibdênio (LUKOYANOV et al., 2010). 
Neste estado, dois átomos de hidrogênio e dois elétrons são combinados para formar gás 
hidrogênio, e H2 pode ser liberado para que ocorra a ligação do substrato N2 ao átomo de 
ferro mais reduzido do cluster FeMo (HOFFMAN et al., 2014). As quatro etapas seguintes 
consistem na redução progressiva de N2 a diazeno (N2H2), hidrazina (N2H4), e por fim a duas 
moléculas de amônio, liberadas nas etapas finais (E7-E8) (HOFFMAN et al., 2014). Os ciclos 






de grandes quantidades de proteína para que a produção de amônio seja suficiente para 
sustentar o crescimento celular12; a enzima é inativada irreversivelmente por oxigênio, 
devido à sensibilidade do cluster M (SHAH e BRILL, 1977), implicando que sua manutenção 
deverá ocorrer na ausência de oxigênio para a cadeia respiratória (baixa eficiência 
energética) ou na presença de mecanismos de remoção de oxigênio (dispêndio adicional de 
energia); e a síntese dos complexos cofatores metálicos requer a ação de no mínimo cinco 
(e geralmente mais de 12) proteínas diferentes (WANG et al., 2013), o que implica na 
síntese de grande quantidade de proteínas. A montagem dos cofatores da enzima 
nitrogenase é um processo complexo, recentemente revisado (HU e RIBBE, 2013; RIBBE et 
al., 2014). Inicialmente, NifS, uma cisteína desulfurase dependente de piridoxal fosfato 
(ZHENG et al., 1993), produz enxofre elemental a partir de cisteína, e transfere átomos de 
enxofre para NifU para formar sucessivamente um cluster [2Fe-2S] e [4Fe-4S] em NifU 
(YUVANIYAMA et al., 2000), uma proteína dimérica que contém dois clusters [Fe2-S] 
permanentes e um sítio para formação de clusters [4Fe-4S] transferíveis. NifU transfere o 
cluster [4Fe-4S] formado para NifH (proteína Fe), tornando-a funcional (SANTOS et al., 
2004). Para a síntese do cluster P ([8Fe-7S]), NifU transfere dois clusters [4Fe-4S] 
diretamente para NifDK (proteína FeMo), e NifH catalisa a remoção de um enxofre para 
formar o cluster P (LEE et al., 2009). A formação do cluster M requer a ação de outras 
proteínas; dois clusters [4Fe-4S] são transferidos de NifU para NifB (SHAH et all., 1994), 
que reorganiza os oito átomos recebidos, adiciona em átomo de enxofre e um íon carbídeo 
derivado da clivagem de S-adenosil metionina, e transfere o novo cluster L ([8Fe-9S-C]) 
para NifEN (WIIG et al., 2011), um heterotetrâmero de estrutura muito semelhante a NifDK 
(BRIGLE et al., 1987). Em NifEN, o cluster L é maturado com a adição de molibdato e 
homocitrato (RIBBE et al., 2014); o cluster M maduro é transferido para NifDK por interação 
direta com NifEN (YOSHIZAWA et al., 2009), gerando a proteína FeMo madura. 
1.4.1. Controle da fixação biológica de nitrogênio 
Devido ao alto custo metabólico da FBN, praticamente todos os organismos 
diazotróficos possuem mecanismos bastante estritos de regulação deste processo para 
evitar o desperdício de energia quando fontes menos custosas de nitrogênio estiverem 
                                                             
12 Há divergências quanto à quantidade exata de nitrogenase acumulada por diazotrofos durante a fixação de 
nitrogênio, mas o consenso é de que a concentração intracelular deve ser elevada. Jacobs, Mitchell e Watt 
(1995), os autores que mais recentemente mediram a concentração intracelular da nitrogenase em A. vinelandii, 
relatam que a concentração da proteína FeMo é 26 μM (6 mg/mL, 4,2% do conteúdo protéico celular), e a 
concentração da proteína Fe é 45 μM (2,8 mg/mL, 2% do total de proteína), totalizando 6,2% do total de proteína 
presente no citoplasma. Outros autores que trabalharam com A. vinelandii encontraram valores de proteína Fe + 
FeMo em relação a proteína celular total entre 12,8-44,3% (KLUGKIST et al., 1985) e 6,5-11,9% (DINGLER et 
al., 1988), dependendo das condições de cultivo. Os valores de concentração total de nitrogenase em outros 
organismos variam ainda mais, entre 5-40% (Rhodobacter capsulatus, dependendo das condições de iluminação 
– JOUANNEAU, WONG e VIGNAIS, 1985) e 12-40% (Klebsiella pneumoniae – EADY et al., 1978). 
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disponíveis ou quando as condições ambientais forem desfavoráveis à FBN (por exemplo, 
em alta oxigenação) (DIXON e KAHN, 2004). O controle da transcrição dos genes 
responsáveis pela síntese e maturação da nitrogenase (genes nif) é a principal forma de 
regulação da FBN nos organismos já estudados. 
Embora os genes envolvidos diretamente na reação de redução de dinitrogênio 
(nifHDK) e na montagem dos cofatores metálicos (nifSUBEN) sejam bastante conservados, 
a capacidade de fixar nitrogênio está presente em organismos tão filogeneticamente 
distantes quanto proteobactérias, cianobactérias e arqueias (RAYMOND et al., 2004; ZEHR 
et al., 2003), o que por si só implica que a regulação da FBN deve ocorrer através de 
mecanismos distintos, ao menos em nível transcricional (DIXON e KAHN, 2004). Sugere-se 
que a distribuição esparsa dos genes nif seja resultado de múltiplas transferências 
horizontais partindo inicialmente de um ancestral metanogênico (BOYD et al., 2011). Ao 
menos uma arqueia já caracterizada (Methanococcus maripaludis) apresenta regulação pós-
traducional da atividade da nitrogenase: a interação de NifDK com proteínas PII (NifI1 e NifI2) 
inibe a atividade da enzima, e esta inibição é aliviada pelo aumento da concentração de 
2OG (DODSWORTH e LEIGH, 2006). 
Os sistemas de controle de expressão dos genes nif de cianobactérias 
(TSUJIMOTO et al., 2016) e actinobactérias (KUCHO et al., 2017) ainda são pouco 
compreendidos; em arqueias, o controle da FBN foi estudado primariamente em 
Methanococcus e Methanosarcina (WEIDENBACH et al., 2008), e a regulação da 
transcrição é feita primariamente através de um repressor transcricional (NrpR). NrpR liga-
se aos promotores nif e reprime sua transcrição na presença de amônio; a desrepressão 
ocorre com a ligação de 2OG a NrpR, que conduz a alterações conformacionais neste 
repressor que diminuem sua afinidade por DNA (WISEDCHAISRI et al., 2010), permitindo a 
transcrição dos genes nif. Em M. mazei, a ativação máxima da transcrição dos genes nif 
requer também a presença de um ativador transcricional denominado NrpA, cuja transcrição 
também se encontra sob o controle de NrpR (WEIDENBACH et al., 2014). No mesmo 
organismo, há evidências recentes da importância de um sRNA para a regulação tanto do 
metabolismo geral de nitrogênio quanto da FBN em particular (PRASE et al., 2017).  
Dentre as bactérias Gram-positivas, o metabolismo de nitrogênio parece ser melhor 
compreendido na classe dos Bacilli. Recentemente, a regulação da FBN em Paenibacillus 
riograndensis foi atribuída ao repressor transcricional GlnR (cotranscrito com GS a partir do 
operon glnRA), uma proteína dimérica cuja atividade repressora é exacerbada pela 
interação com GS ligada a glutamina e/ou AMP (FERNANDES et al., 2017). A desrepressão 
dos operons nif na ausência de amônio (devida à baixa concentraçãao de glutamina 
desestabilizar a interação GlnR-GlnA, que por sua vez desestabiliza a interação de GlnA 
com os promotores nif) leva à expressão a partir de possíveis promotores σA (FERNANDES 
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et al., 2017). Já os sistemas de regulação da FBN em proteobactérias foram estudados com 
muito mais detalhes, e a despeito das peculiaridades de cada um foi possível chegar a 
alguns modelos gerais. 
Em todas as proteobactérias, os nif estão organizados em um ou mais operons sob 
controle de σ54 e do ativador transcricional NifA, uma proteína pertencente à família bEBP 
que reconhece especificamente um motivo conservado TGT-N10-ACA nos promotores nif 
(MORETT e BUCK, 1988). A atividade de NifA, por sua vez, é sempre regulada 
negativamente pela presença de oxigênio e geralmente regulada negativamente pela 
presença de amônio, de modo a impedir a produção da nitrogenase e das demais proteínas 
associadas quando as condições para fixação de nitrogênio não forem adequadas (por 
exemplo, na presença de oxigênio) ou não forem necessárias (por exemplo, na presença de 
amônio) (DIXON e KAHN, 2004). Os detalhes específicos da regulação variam amplamente 
nos diazotrofos em que NifA já foi caracterizada, conforme discute-se na seção 1.4.2 (p. 49). 
Além da regulação transcricional, alguns organismos possuem mecanismos de 
inativação reversível pós-traducional de NifH, que permitem uma resposta rápida a 
mudanças ambientais súbitas na oxigenação ou na concentração de amônio. A. vinelandii 
possui um sistema próprio de inativação reversível nitrogenase, denominado proteção 
conformacional, através de interação com uma proteína denominada FeSII, ou Shethna. 
FeSII é um homodímero que contém um cluster [2Fe-2S] em cada subunidade (MOSHIRI et 
al., 1995), e interage com as proteínas Fe e FeMo simultaneamente para formar um 
complexo ternário inativo, mas protegido do dano causado por O2 (SCHLEISIER et al., 
2016). 
O sistema de regulação pós-traducional da nitrogenase mais bem caracterizado é 
denominado DraT/DraG, presente em Azospirillum brasilense, Rhodospirillum rubrum, e 
Azoarcus SP. BH72 (OETJEN e REINHOLD-HUREK, 2009), que responde à presença de 
amônio e estado de energia da célula (NORDLUND e HOGBOM, 2013). 
Neste sistema, a regulação da atividade da nitrogenase é atingida através da 
modificação da proteína Fe em resposta ao aumento da concentração de amônio ou a 
queda dos níveis de energia. A inativação é realizada por DraT, uma proteína monomérica 
de ~30 kDa que transfere um grupo ADP-ribosil de NADP para um resíduo conservado de 
arginina na proteína Fe (R101 em R. rubrum – POPE et al., 1985), inativando-a (LOWERY e 
LUDDEN, 1988). Em R. rubrum, a atividade de DraT é estimulada por sua interação com 
GlnB desuridililada (NORDLUND e HOGBOM, 2013). Em A. brasilense, a caracterização in 
vitro desta interação mostrou que tanto GlnB quanto GlnZ podem ativar DraT em qualquer 
estado de uridililação (embora GlnB não uridililada seja o ativador mais eficiente), mas a 
ativação é negativamente impactada pela interação das proteínas PII com 2OG e é 
dependente da presença do T-loop (MOURE et al., 2012).  
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A remoção do grupo adenosil é efetivada por DraG, também uma proteína 
monomérica de pequena massa  (~32 kDa – SAARI et al., 1984). Sua atividade é inibida por 
interação com GlnZ e AmtB em A. brasilense (HUERGO et al., 2006). A regulação ocorre 
por interação direta entre a face catalítica de DraG e a face lateral do trímero de GlnZ, e 
eventualmente envolve a formação de um complexo ternário DraG-GlnZ-AmtB, que é 
transportado para a membrana (HUERGO et al., 2007; RAJENDRAN et al., 2011). 
No geral, a razão por trás deste modo de controle pode ser resumida da seguinte 
maneira: quando, após a produção e maturação de NifHDK, a concentração de amônio 
aumenta, a proteína GlnB desuridililada interage com a enzima DraT, estimulando sua  
atividade de transferência de um grupo adenilil. Nestas mesmas condições, GlnZ 
desuridililada interage simultaneamente com AmtB e com DraG, inativando DraG ao arrastá-
la para a membrana e criar impedimentos estéricos para sua interação com NifH 
(RAJENDRAN et al., 2011). Quando a concentração de amônio cai, ambas as proteínas PII 
ligam-se a 2OG e são uridililadas; a capacidade de interação de GlnB com DraT diminui 
muito, inibindo a atividade de DraT. GlnZ uridililada perde a capacidade de interação com 
AmtB; isto estimula a atividade de DraG, agora presente no citoplasma, que procede com a 
remoção do grupo adenosil de NifH. 
1.4.2. Fixação de nitrogênio em H. seropedicae 
H. seropedicae é capaz de fixar nitrogênio sob condições microaerófilas, e a 
expressão dos genes nif ocorre no interior da planta (RONCATO-MACCARI et al., 2003). 
Este organismo não possui nenhum dos dois sistemas de regulação pós-traducional da 
nitrogenase descritos na seção anterior, embora se tenha observado a inibição pós-
traducional da atividade desta enzima (FU e BURRIS, 1989). O mecanismo desta regulação 
ainda não é bem compreendido, mas parece envolver o sistema GlnK-AmtB (NOINDORF et 
al., 2011). 
O controle da transcrição dos genes nif pela proteína NifA parece ser o mecanismo 
mais importante para a regulação da FBN nesse organismo (CHUBATSU et al., 2012). O 
cluster nif de H. seropeidcae compreende 47 genes organizados em 7 operons putativos 
agrupados em uma região contígua, conforme mostrado na figura 8. Estes operons contêm, 
além dos genes estruturais da nitrogenase (nifHDK), genes essenciais para a síntese dos 
cofatores metálicos F, P e M e genes de função secundária, freqüentemente não 
plenamente compreendida para a fixação de nitrogênio. Um resumo do conhecimento que já 






nifA, mas que possui regulação diferente (NOVELLO, 2012). Outros dois operons 
(Hsero_2854Hsero_2855Hsero_2856Hsero_2857 e Hsero_2827, ambos em cinza) ainda não tiveram 
sua expressão caracterizada. Os fatores que se sabe serem responsáveis pela regulação da 
expressão de cada operon estão listados entre colchetes, com os mais relevantes destacados em 
negrito. Os triângulos apontando para alguns genes (▲,▼) indicam que sua interrupção/deleção 
causa um fenótipo diferente do selvagem em termos de FBN em H. seropedicae. Fix- indica ausência 
de fixação de nitrogênio; quando este fenótipo só se manifesta na ausência de ferro ou molibdênio, 
indica-se com (Fe) e (Mo), respectivamente. Fix+/- indica que a fixação de nitrogênio é prejudicada, 
mas não abolida, pela mutação; NifA+/- indica prejuízo da atividade de NifA. Figura adaptada de 
CHUBATSU et al., 2012; maiores detalhes são expostos na tabela 1. 
 
TABELA 1 – GENES nif DE H. seropedicae 
Gene Fita Operon Posi
ção 
Proteína Função Caracterização em 
H. seropedicae 
erpA + nifS 3 ErpA Função semelhante à de 
IscA. Auxilia na 
transferência de clusters 
Fe-S; aparentemente 
envolvida na proteção de 
clusters Fe-S contra 


















Maturação de clusters 
Fe-S? 
Não caracterizado. 
fdxA - nifH 9 Ferredoxina 
2 x[ 4Fe-4S] 
Transferência de elétrons 
para NifH. 
Inserção de lacZ-Km 
leva à perda de 70% 
da atividade da 
nitrogenase; não está 
envolvido no switch 
off da nitrogenase 
(SOUZA et al., 2010). 
fdxN - nifB 2 Ferredoxina 
2 x [4Fe-4S] 
Transferência de elétrons 
para NifH outras 
proteínas (JIMENEZ-
VICENTE et al., 2014). 
Inserção de lacZ-Km 
leva à perda total da 
atividade da 
nitrogenase (SOUZA 
et al., 2010). 
fixA + nifS 9 FixA Flavoproteína 
transportadora de 
elétrons, subunidade β 
(WEINDENHAUPT et al., 
1996). 
Não caracterizado. 
fixB + nifS 10 FixB Flavoproteína 
transportadora de 
elétrons, subunidade α 
(WEINDENHAUPT et al., 
1996). 
Inserção de cassete 
Km leva a ausência 
de crescimento 
celular na ausência 
de amônio 
(SCHWAB, 2006). 
fixC + nifS 11 FixC Flavoproteína 
(ubiquinona)-oxiredutase 





fixU - nifB 9 FixU (NifT) Pouco conhecida; efeito 
minoritário sobre a 
fixação de nitrogênio 
(SULLIVAN et al., 2013). 
Não caracterizado. 
fixX + nifS 12 FixX Semelhante a 
ferredoxina; função 
desconhecida, possível 
transferência de elétrons 




hesB  - nifB 3 Semelhante 
a IscN 
Semelhante a IscA; 
facilita a transferência de 
clusters Fe-S para 
ferredoxinas 
(DOMBRECHT et al., 
2002). 
A mutação polar em 
fdxN é Fix- e polar 
sobre hesB, e o 




parece não ser 
essencial (SOUZA et 
al., 2010). 
hesB1 + nifS 4 IscA IscA; doação de íons 
ferro para IscU 
(possivelmente NifU) 
(DING e CLARK, 2004). 
Inserção de cassete 
Km leva a ausência 
de crescimento 
celular na ausência 
de amônio 
(SCHWAB, 2006). 
hscA + nifS 5 HscA Chaperona; auxilia na 
transferência de clusters 
Fe-S de IscU 
(possivelmente NifU) 
para outras proteínas 
(possivelmente nifEN) 
(BONOMI et al., 2008). 
Não caracterizado. 














conter dois sítios 
para ligação de σ70. 






? Não caracterizado. 
Hsero_2847 - nifH 7 Proteína 
hipotética 
conservada 
? Inserção de cassete 
leva à perda de 90% 
da atividade da 
nitrogenase sob 
baixa concentração 
de ferro e 50% sob 
baixa concentração 
de Mo, sem efeito 
sobre atividade de 
NifA (KLASSEN et 
al., 2003). 










maior parte da 
seqüência 
forma um 
domínio REC  




Hsero_2855 + Hsero_2854 2 Globina Ligação de oxigênio, 
metabolismo de NO? 
Deleção do gene no 
cromossomo leva à 




Hsero_2856 + Hsero_2854 3 Proteína 
hipotética 
conservada 
? Não caracterizado. 




zinc ribbon  
? Não caracterizado. 




? Não caracterizado. 







? Não caracterizado. 









? Não caracterizado. 





e em menor 
grau em 
rizóbios 
? Não caracterizado. 









metabolismo de clusters 
Fe-S? 
Não caracterizado. 
Hsero_2872 + Hsero_2872 1 Globina Ligação de oxigênio? Deleção da região 
central do gene no 
cromossomo leva à 
redução de atividade 
da nitrogenase, da 
atividade de NifA, e 
da ativação do 
promotor nifA 
(NOVELLO, 2012). 
Promotor contém os 
mesmos sítios para 
ligação de NifA, IHF, 
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NtrC, e FnR do 
promotor nifA, e tem 




NtrC, NifA, e 
fortemente por FnR 
(NOVELLO, 2012). 
Hsero_2873 + Hsero_2872 2 Proteína 
hipotética 
conservada 
? Não caracterizado. 
modA - nifH 11 ModA Transportador ABC; 
componente extracelular 
de ligação a molibdênio 
(HOLLENSTEIN et al., 
2007). 
Inserção de cassete 
leva à perda da 
atividade  da 
nitrogenase na 
ausênica de Mo; 
atividade idêntica à 
selvagem na 
presença de Mo 
(KLASSEN, 2000). 
modB - nifH 12 ModB Transportador ABC; 
proteína transportadora 
transmembrana 
(HOLLENSTEIN et al., 
2007). 
Não caracterizado. 
modC - nifH 13 ModC Transportador ABC; 
ATPase localizada na 
face citoplasmática 
(HOLLENSTEIN et al., 
2007). 
Não caracterizado. 
modE1 + Hsero_2872 3 ModE Regulação da transcrição 
gênica em resposta a 
molibdênio. 
Expressão e 
purificação em E. 
coli; caracterização 
de mutantes não 
efetuada (SOUZA, 
2007). 
nifA - nifA 1 NifA Ativação da transcrição 
dos promotores nif. 
Revisada em detalhe 
na seção 1.6 (p. 63). 
nifB - nifB 1 NifB Síntese de precursor do 
cluster M da 
dinitrogenase (HU e 
RIBBE, 2016). 
Inserção de cassete 





contém dois sítios 
para ligação de NifA, 
possivelmente para 
IHF (REGO et al., 
2006), totalmente 
dependente de NifA. 
nifD - nifH 2 Dinitrogenase, 
cadeia α 
Redução de dinitrogênio 
a amônio. 
- 
nifE - nifH 4 NifE Semelhante a NifD; 
scaffold para montagem 





Klassen et al. (1999). 
nifH - nifH 1 Dinitrogenase 
redutase 
Transferência de elétrons 
para NifDK; inserção de 
clusters metálicos em 
NifDK (HU et al., 2006; 
Inserção de cassete 
Km leva a ausência 
de crescimento 
celular na ausência 
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contém dois sítios 
para ligação de NifA, 
um para IHF, e um 
para σ54 (PEDROSA 
et al., 1997), 
totalmente 
dependente de NifA. 
nifK - nifH 3 Dinitrogenase, 
cadeia β 
Redução de dinitrogênio 
a amônio. 
- 
nifN - nifH 5 NifN Semelhante a NifK; 
scaffold para montagem 
do cluster M (FAY et al., 
2016). 
Inserção de cassete 
leva a grande perda 
da atividade da 
nitrogenase 
(KLASSEN et al., 
1999). 
nifQ - nifH 10 NifQ Transferência de 
molibdênio para NifEN 
para geração do cluster 
M (HERNANDEZ et al., 
2008). 
Inserção de cassete 
elimina a atividade 
da nitrogenase, mas 
apenas na ausência 
de molibdato 
(KLASSEN, 2000). 
nifS + nifS 1 NifS; 
cisteína 
desulfurase 
Montagem de clusters 
Fe-S; produção de 
enxofre elemental para a 
síntese de clusters Fe-S 
(YUVANIYAMA et al., 
2000). 
Caracterização 




contém dois sítios 
para ligação de NifA, 
um para IHF, e um 
σ54. Transposons 
lacZ-Km nos genes 
2831 e fixB 
detectaram aumento 
de expressão em 
baixo amônio. 




Montagem de clusters 
Fe-S; produção de 
enxofre elemental para a 
síntese de clusters Fe-S 
(YUVANIYAMA et al., 
2000). 
Não caracterizado. 
nifU + nifS 2 NifU Montagem de clusters 
Fe-S; scaffold para a 
formação de clusters Fe-
S (YUVANIYAMA et al., 
2000). 
Não caracterizado. 
nifV + nifS 7 NifV Necessário para a 
formação correta do 
cluster M (TRUE et al., 
1990). 
Não caracterizado. 
nifW + nifS 8 NifW Interação com NifDK, 
possível proteção contra 
oxigênio (KIM e 
BURGESS, 1996). 
Não caracterizado. 
nifX - nifH 6 NifX Transferência do cofator 
sintetizado por NifB para 
NifEN; reservatório 
decofator de NifB para 
Inserção de cassete 
leva à perda de 90% 




transmissão apenas sob 
condições favoráveis 
(HERNANDEZ et al., 
2007). 
baixa concentração 
de ferro e 50% sob 
baixa concentração 
de Mo, sem efeito 
sobre atividade de 
NifA (KLASSEN et 
al., 2003). 
nifZ - nifB 5 NifZ Maturação do cluster P; 
possível atividade de 
chaperona (HU et al., 
2007). 
Não caracterizado. 
nifZ1 - nifB 6 Semelhante 
a NifZ 
Maturação do cluster P; 
possível atividade de 
chaperona (vide supra). 
Não caracterizado. 
 
1.5. PROTEÍNAS NifA 
As proteínas NifA pertencem à família das bEBPs (tal qual NtrC, com a qual têm 
homologia detectável – DRUMMOND et al., 1986), e possuem uma arquitetura conservada 
de três domínios funcionais: um domínio N-terminal do tipo GAF (HO et al., 2000), de função 
regulatória; um domínio central AAA+ (HANSON e WHITEHEART, 2005) contendo o motivo  
GAFTGA para interação com σ54 e os motivos de Walker para clivagem de ATP; e um 
domínio C-terminal contendo um motivo hélice-volta-hélice que reconhece o promotor dos 
genes nif (STUDHOLME e DIXON, 2003). Os três domínios freqüentemente estão ligados 
por interdomínios característicos, denominados Q-linker (entre os domínios GAF e AAA+ - 
WOOTTON e DRUMMOND, 1989) e ID linker (entre os domínios AAA+ e C-terminal – 
FISCHER, 1994). 
Em termos de regulação de sua atividade, os estudos com proteínas NifA de 
diferentes organismos definiram dois modelos diferentes de regulação: um dependente da 






insensíveis aos níveis de oxigênio e amônio; a interação com NifL confere a inibição em 
resposta a sinais intracelulares de alto amônio e alta oxidação. 
Em A. vinelandii (Azotobacteriaceae, Pseudomonadales), cujo sistema NifL-NifA foi 
extensamente caracterizado, as duas proteínas são expressas a partir de um promotor de 
expressão constitutiva (RAINA et al., 1993). NifL é uma flavoproteína dimérica cujos 
monômeros são formados por dois domínios PAS in tandem, um domínio H (helical) central, 
e um domínio GHKL C-terminal (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004). Em A. vinelandii, o 
domínio PAS1 N-terminal contém um cofator FAD sensível ao estado de oxidação celular 
(HILL et al., 1996). O segundo domínio PAS, PAS2, está envolvido na transdução do sinal 
de oxidação de PAS1 para o domínio H, através de alteração de seu estado de 
oligomerização (SLAVNY et al., 2009; LITTLE et al., 2011). 
Os domínios H e GHLK são semelhantes aos das proteínas histidina-quinases; NifL 
possui um resíduo conservado para autofosforilação, mas não possui atividade quinásica e 
este resíduo não é importante para sua capacidade de regular NifA (LITTLE et al., 2007). A 
despeito disto, o domínio GHKL de NifL requer ligação a ATP ou ADP para inibir 
eficientemente a proteína NifA (EYDMANN et al., 1995). A região do domínio H, em especial 
o resíduo R306, parece ser a responsável pela interação diretamente com o domínio GAF 
e/ou interdomínio Q de NifA (MONEY et al., 2001; MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004c). 
O estado de oxidação de NifL é responsável pela ativação ou repressão de NifA em 
reposta aos níveis de oxigênio: NifL oxidada inibe a atividade de NifA (HILL et al., 1996). 
NifL também é responsável pela regulação da atividade de NifA por amônio: a interação de 
GlnK desuridililada com NifL reforça a inibição de NifL sobre NifA, mesmo se GlnK estiver 
ligada a 2OG (LITTLE et al., 2002). A uridililação de GlnK impede a interação com NifL, 
aliviando a inibição quando NifL estiver reduzida (LITTLE et al., 2000; RUDNICK et al., 
2002). A interação entre NifL e GlnK envolve o T-loop de GlnK e o domínio GHLK de NifL 
(LITTLE et al., 2002; MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004). Adicionalmente, o domínio GAF de 
NifA de A. vinelandii interage com 2OG, e esta interação alivia a inibição de NifL sob GAF se 
NifL estiver reduzida (LITTLE e DIXON, 2003; MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004b). 
O sistema NifL/NifA de K. pneumoniae (γ-Proteobacteria, Enterobacteriaceae, 
Enterobacteriales) é semelhante ao de A. vinelandii, mas possui algumas diferenças 
fundamentais: NifL possui apenas um domínio PAS e seus domínios H e GHKL são menos 
claramente definidos (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004). Neste organismo, o operon nifLA 
está sob controle de NtrC (HE et al., 1997), e a interação de NifL com a proteína GlnK alivia 
a inibição de NifA, independente do estado de uridililação de GlnK (HE et al., 1998). O alívio 
da inibição de NifL não parece requerer especificamente GlnK, mas sim um aumento da 
concentração de PII, uma vez que GlnB é capaz de substituir GlnK neste sistema quando 
expressa heterologamente (ARCONDEGUY et al., 1999). Ainda, NifA de K. pneumoniae não 
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é capaz de ligar 2OG (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004). Há evidências de que GlnK de K. 
pneumoniae interage com NifA além de NifL, que tanto o T-loop quanto a porção C-terminal 
de GlnK são importantes para o alívio da inibição de NifL, e que a ligação de GlnK a 2OG 
impede a interação de GlnK com NifA, mas não com NifL (GLOER et al., 2008). 
Estudos em outros organismos que possuem o sistema NifL-NifA de regulação da 
transcrição dos genes nif foram bem mais limitados; sabe-se que este sistema está presente 
em Pseudomonas stutzeri (XIE et al., 2006) e Azoarcus sp. BH72 (EGENER et al., 2002). 
Um segundo modelo de regulação ocorre em membros das classes α e β das 
proteobactérias, em organismos que não possuem NifL. Na ausência da proteína 
transmissora de sinal, a atividade da proteína NifA desses organismos é inibida diretamente 
por oxigênio e regulada pela ação de proteínas PII.  
O mecanismo da sensibilidade de NifA de α e β-proteobactérias a oxigênio não é 
bem compreendido, mas parece ser bastante conservado no grupo. Todas as proteínas NifA 
sensíveis a O2 possuem um conjunto de 4 cisteínas localizadas em um motivo C-X11-C-X19-
C-X4-C presente no final do domínio central e início do interdomínio ID; esta seqüência está 
ausente nas proteínas NifA reguladas por NifL. A substituição de qualquer destes resíduos 
por serina gera proteínas completamente inativas (FISCHER et al., 1988; OLIVEIRA et al., 
2009); Fischer e colaboradores (1988) também observaram que a ação de quelantes 
metálicos inibe a atividade de NifA de Bradyrhizobium japonicum (cuja proteína NifA é 
sensível a O2), mas não a de K. pneumoniae (que possui NifL, e cuja proteína NifA não é 
intrinsecamente sensível a O2). Isto levou à proposição de que estes quatro resíduos de 
cisteínas coordenariam um cluster de ferro-enxofre, cuja forma reduzida conferiria atividade 
a NifA (FISCHER et al., 1994). 
A regulação da atividade das proteínas NifA independentes de NifL por amônio é 
melhor compreendida que a sensibilidade a oxigênio, porém bem mais diversa dentro do 
grupo. No geral, todas as proteínas NifA sensíveis a O2 que possuem regulação negativa 
por amônio recorrem à interação entre seu domínio GAF N-terminal e alguma proteína da 
família PII para a sinalização dos níveis de amônio intracelulares, como será mostrado na 
revisão de literatura que se segue. 
Em A. brasilense (α-Proteobacteria, Rhodospirillaceae, Rhodospirillales), talvez o 
mais bem estudado dos organismos deste grupo, o domínio GAF N-terminal de NifA é 
responsável pela inibição intrínseca de NifA; sua remoção gera uma proteína com atividade 
não regulada por íons amônio (ARSÈNE et al., 1996) na ausência de PII por mecanismos 
não plenamente compreendidos. A expressão in trans dos domínios GAF e Central+C-
terminal em E. coli levou à inibição da atividade do domínio Central+C-terminal, sugerindo 
que a interação direta entre os resíduos dos diferentes domínios poderia explicar a inibição 
de NifA por seu domínio GAF (SOTOMAIOR et al., 2012). A inibição de NifA somente é 
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aliviada pela interação com GlnB, mas não com GlnZ (ARAÚJO et al., 2004), em condições 
de baixa concentração de amônio. 
 Experimentos de duplo híbrido (CHEN et al., 2003; CHEN et al., 2005) e estudos in 
vitro mostraram a interação direta entre GlnB e o domínio GAF de NifA sob certas 
condições. A interação entre GAF e GlnB somente foi detectada na presença de ATP e 2OG 
ligados a GlnB (SOTOMAIOR et al., 2012). Apesar de a interação in vitro de GlnB com GAF 
ter sido observada com PII desuridililada, experimentos in vivo sugerem que a uridililação de 
GlnB é fundamental para a ativação de NifA em A. brasilense (INABA et al., 2015). Zhou e 
colaboradores (2008) sugeriram que as regiões entre os resíduos de aminoácidos 66 e 88 e 
os resíduos 165 e 176 da proteína NifA estão envolvidos na interação com GlnB. A 
substituição dos resíduos de tirosina Y18, Y43, e Y53 por fenilalanina no domínio GAF gera 
proteínas ativas na ausência de GlnB, mas não à perda de regulação por amônio (ARSÈNE 
et al., 1999; CHEN et al., 2005) – um fenótipo de difícil explicação. 
A transcrição do gene nifA em A. brasilense parece ser negativamente afetada – 
mas não reduzida a zero – por oxigênio e amônio, possivelmente devido à ação de 
repressores transcricionais da família Fnr e de algum regulador sensível a nitrogênio ainda 
não caracterizado (FADEL-PICHETH et al., 1999). 
Rhodospirillum rubrum (α-Proteobacteria, Rhodospirillaceae, Rhodospirillales) 
aparenta ser semelhante a A. brasilense quanto à regulação da atividade de NifA. A proteína 
NifA deste organismo também é intrinsecamente inativa, aparentemente devido à ação de 
seu domínio GAF (embora  Zou e colaboradores (2008) relatem não ter conseguido a 
construção de uma versão N-truncada ativa, não regulada por amônio). Este organismo 
possui três parálogos de PII (GlnB, GlnK, e GlnJ – JOHSSON e NORDLUND, 2007), mas 
apenas GlnB é capaz de ativar NifA (ZHANG et al., 2001). 
NifA de R. rubrum parece ser ativada pela interação com GlnB-UMP (ZHANG et al., 
2005), e o T-loop parece ser uma região de GlnB importante para a interação. A capacidade 
de quimeras de GlnJ contendo resíduos de GlnB de ativar NifA depende de os resíduos 
entre as posições 47-88 provirem de GlnB, e é reforçada caso os segmentos N-terminal (1-
46) ou C-terminal estejam presentes também; isso sugere que a região que contém ao 
maior parte do T-loop (resíduos 37-54) é essencial para a ativação de NifA, mas resíduos 
encontrados em outras partes da proteína podem ser relevantes para reforçar a 
interação/ativação. A importância do T-loop é reforçada pelo fato de que algumas 
substituições de resíduos do T-loop de GlnJ por seus equivalentes em GlnB (V45L, N54D) 
aumentam perceptivelmente a capacidade das quimeras de PII de ativar NifA (embora Q42H 
não tenha efeito). Além de resíduos no T-loop, observou-se que substituições nos resíduos 
3-5, 17, 109, 110 e 112 estimularam a atividade de quimerasde PII; substituições dos 
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segmentos entre os resíduos 21-25 nas quimeras de PII não alteraram o fenótipo de 
ativação de NifA por PII (ZHANG et al., 2004). 
Zhu e colaboradores (2006) realizaram experimentos de duplo híbrido em levedura 
para selecionar mutantes aleatórios de GlnB com melhor capacidade de interagir com NifA 
mesmo na ausência de uridililação. A maioria das substituições detectadas localizou-se no 
T-loop (H42Q, L45P, L45M, R47P, V52D, V52I, F55L, V59A), mas não exclusivamente nesta 
região (K12R, E15A, K17T, I28L, R72C, A95T – ZHU et al., 2006). A mutagênese aleatória 
de NifA e seleção de mutantes com capacidade aumentada de interação com GlnB levou ao 
isolamento persistente de substituições no resíduo M173; estranhamente, este mutante não 
requer  interação com GlnB para sua ativação (ZOU et al., 2008). 
A transcrição de nifA é independente de NtrC em R. rubrum, e aparenta ser 
constitutiva (ZHANG et al., 2000). 
Rhodobacter capsulatus (α-Proteobacteria, Rhodobacteraceae, Rhodobacterales), 
por sua vez, possui duas cópias do gene nifA cujos produtos diferem apenas nos 19 
resíduos N-terminais, e aparentam ser funcionalmente semelhantes (MASEPOHL et al., 
1988). Diferentemente das proteínas NifA de A. brasilense e R. rubrum, NifA de R. 
capsulatus é intrinsecamente ativa mesmo na presença de amônio, devendo ser regulada 
negativamente pela interação com as proteínas GlnB e GlnK. Duplos mutantes glnB-/glnK- 
de R. capsulatus apresentam transcrição constitutiva dos genes nif mediada por NifA, 
independentemente da concentração de amônio (DREPPER, 2003). Ensaios de duplo 
híbrido identificaram interações de tanto NifA1 quanto NifA2 com GlnB e GlnK de R. 
capsulatus, e também de NifA1 com NifA2 (PAVLOWSKI et al., 2003). A busca por mutantes 
aleatórios de NifA1 e NifA2 que escapassem à inibição por PII levou à identificação de 
substituições tanto no domínio GAF quanto no domínio C-terminal (V42E, L66Q, I460F, 
E477Q, K531T); analisando as combinações entre algumas destas mutações, Paschen e 
colaboradores (2001) sugeriram a possibilidade de interação entre estes dois domínios. Os 
mesmos autores relatam que a construção de uma variante N-truncada funcional de NifA1 
ou NifA2 não foi possível. 
Possivelmente em função da atividade intrínseca, negativamente regulada de NifA 
em R. capsulatus, a regulação transcricional dos genes nif em R. capsulatus envolve mais 
fatores transcricionais do que o já descrito em outros diazotrofos. Os nifA1 e nifA2 estão sob 
controle transcricional de NtrC (HUBNER et al., 1991; DREPPER, 2003), e sua expressão 
máxima depende de Hfq13 (DREPPER et al., 2002), uma chaperona de RNA envolvida na 
regulação pós-transcricional da expressão gênica primariamente através da promoção de 
interação entre o mRNA e um sRNA complementar a uma porção da seqüência (KAVITA, 
                                                             
13 Originalmente, o gene hfq de R. capsulatus e de Azorhizobium caulinodans foi denominado nrfA; não confundir 
com o gene nrfA que codifica a nitrito redutase NrfA (WELSH et al., 2014). 
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METS e GOTTESMAN, 2018). A identidade do possível sRNA associado ao mRNA de nifA1 
e nifA2 não é conhecida. O gene nifA2 também tem sua expressão estimulada por RegA, 
um regulador envolvido na resposta de R. capsulatus ao estado redox (ELSEN et al., 2000). 
Os genes nif de R. capsulatus não estão sob controle exclusivo de NifA: sua transcrição é 
reprimida pela ligação competitiva HrvA a alguns dos promotores nif (KERN et al., 1998; 
RAABE et al., 2002). HrvA também está envolvido com a regulação da expressão de genes 
do fotossistema I; sua interrupção conduz à baixa expressão de puhA, pufL (que codificam 
genes estruturais do fotossistema I) e ausência de resposta da expressão destes genes à 
luz, o que leva a dificuldades de crescimento fototrófico em R. capsulatus quando a 
luminosidade é baixa (BUGGY, SGANGA e BAUER, 1994). Uma possível relação entre 
HrvA e a resposta estringente à ausência de carbono também foi sugerida (MASUDA e 
BAUER, 2003). 
 A proteína NifA de Azorhizobium caulinodans (α-Proteobacteria, 
Xanthobacteraceae, Rhizobiales), menos caracterizada, parece seguir o mesmo mecanismo 
básico de regulação visto em R. capsulatus; um duplo mutante glnB- glnK- apresentou 
expressão dos genes nif mesmo na presença de amônio (MICHEL-REYDELLET e 
KAMINSKI, 1998). A regulação transcricional de NifA neste organismo também parece ser 
bastante conntrolada, envolvendo repressão por oxigênio e amônio mediada por FixK e Hfq 
(KAMINSKI e ELMERICH, 1998). 
Em outros rizóbios, a tendência da regulação de NifA pode ser resumida em três 
características: (1) sensibilidade de NifA a oxigênio, (2) ausência de modulação da atividade 
de NifA por amônio, e (3) complexo padrão de regulação transcricional, respondendo quase 
que exclusivamente à concentração de oxigênio (FISCHER, 1994). Ao menos uma proteína 
NifA rizobial (isolada de Rhizobium leguminosarum biovar trifolii) sequer possui o domínio 
GAF regulatório (IISMA et al., 1989). A única proteína NifA rizobial a ser caracterizada em 
um sistema de expressão heteróloga foi a de Sinorhizobium meliloti. Esta proteína é ativa 
em E. coli, e sua versão N-truncada também é funcional; deleções progressivas de trechos 
do domínio GAF não foram ativas (BEYNON, WILLIAMS, e CANNON, 1988; HUALA e 
AUSUBEL, 1989). 
Por fim, a proteína NifA de Rhodopseudomonas palustris (α-Proteobacteria, 
Bradyrhizobiaceae, Rhizobiales) parece ser inativa na presença de nitrogênio; trabalhos com 
enfoque na produção de H2 a partir da atividade da nitrogenase relataram que quatro 
mutações no Q-linker (região que conecta os domínios GAF N-terminal e AAA+ central) – 
M202K, Q209P, L212R, S213P (REY et al., 2007) e uma deleção de 48 nucleotídeos no 
gene nifA correspondendo a 16 resíduos do Q-linker (Δ202-217) levaram à alta produção de 
nitrogenase independentemente da concentração de amônio no meio de cultura (ADESSI et 






A região promotora nativa do gene nifA foi estudada por Souza e colaboradores 
(2000) e Wassem e colaboradores (2000, 2002). Souza e colaboradores (2000) confirmaram 
a funcionalidade do sítio de ligação do promotor a NtrC ao introduzir em E. coli e H. 
seropedicae uma série de fusões transcricionais contendo fragmentos do promotor nifA 
controlando a transcrição de lacZ. Os experimentos mostraram que o promotor nifA é 
reprimido na presença de íons amônio, mas pouco reprimido por oxigênio; que o sítio de 
interação do promotor com σ54 é essencial para ativação da transcrição; e que o sítio de 
interação com NifA não é necessário para a ativação, mas poderia ser importante para a 
máxima atividade do promotor. Os autores também confirmaram a interação de NifA com os 
sítios de ligação de nifA em seu próprio promotor por DNA footprinting, e localizaram a 
primeira base do mRNA de nifA a 11 bases de distância do elemento -12 do sítio de ligação 
de σ54. 
Um trabalho subseqüente caracterizou o papel de IHF, uma proteína que se liga a 
sítios específicos no DNA e induz seu dobramento (RICE et al., 1996), no controle da 
transcrição de nifA por NtrC. Trabalhando com proteínas purificadas, Wassem e 
colaboradores (2000) mostraram que a ligação de IHF estimula a transcrição in vitro 
mediada por NtrC e inibe a transcrição mediada por NifA. Um segundo trabalho avaliou o 
efeito da deleção do sítio IHF sobre a atividade do promotor nifA em H. seropedicae, e 
relatou que a deleção deste sítio aumenta em muito a expressão de nifA mediada por NifA 
(WASSEM et al., 2002) – confirmando que IHF inibe a transcrição via NifA, e propondo que 
a função regulatória de IHF seria justamente prevenir a expressão descontrolada de nifA por 
seu próprio produto gênico. O mesmo trabalho introduziu uma série de deleções e mutações 
pontuais nos sítios de ligação de NifA (seqüência TGT-N10-ACA), NtrC (GCA-N9-TGC), IHF 
(WATCAANNNNTTR – HALES et al., 1994) e σ54 ([CT]TGGCA[CT][GA]-N5-TGC[AT][TA] – 
LIANG et al., 2017) ao promotor, e estabeleceu as principais características da transcrição 
de nifA: (1) transcrição dependente de σ54; (2) forte ativação por NtrC estimulada por baixa 
concentração de amônio e por ligação de IHF a seu sítio no promotor; e (3) forte ativação 
por NifA estimulada por baixa concentração de amônio e oxigênio, e inibida por ligação de 
IHF a seu sítio no promotor (WASSEM et al., 2002). 
Um trabalho posterior observou que a expressão de nifA (medida através de uma 
fusão transcricional nifH::lacZ) é reduzida em H. seropedicae exbD-, um mutante que tem 
dificuldade em captar íons ferro do ambiente (ROSCONI et al., 2006). O mecanismo desta 
redução de expressão ainda não é conhecido. 
A maioria dos trabalhos com a proteína NifA teve por foco entender o mecanismo 
de regulação de sua atividade, com a intenção de melhor compreender o controle da fixação 
de nitrogênio em H. seropedicae. Souza e colaboradores (1999) observaram que a proteína 
NifA de H. seropedicae não é ativa em E. coli independente da concentração de amônio ou 
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de oxigênio na cultura, mas uma versão N-truncada (Δ(1-203)NifA, uma proteína contendo 
apenas os resíduos 204-542 de NifA de H. seropedicae) é ativa em E. coli. Esta variante 
Δ(1-203)NifA tem sua atividade inibida por oxigênio, porém não regulada por amônio. Esta 
importante descoberta mostrou que a regulação da atividade de NifA por amônio e por 
oxigênio estão espacialmente separadas em NifA de H. seropedicae: o domínio GAF N-
terminal é responsável pela inibição de NifA na presença de amônio (ou, conforme se 
argumentou, é responsável pela inibição de NifA na ausência de um ativador específico – 
NifA expressa a partir de plasmídeo foi ativa em H. seropedicae nifA- e A. brasilense nifA-), 
ao passo que a inativação por oxigênio é característica dos domínios Central e C-terminal. O 
mesmo trabalho mostrou que a omissão de íons ferro do meio de cultura ou sua remoção 
com EDTA causava queda da atividade de NifA, tal qual ocorre com NifA de rizóbios 
(FISCHER, 1994), sugerindo que sua atividade seria dependente deste íon. 
A regulação de NifA por oxigênio revelou-se difícil de estudar. Monteiro e 
colaboradores (2003a) observaram que a proteína Δ(1-203)NifA é inativa e rapidamente 
degradada quando expressa em E. coli fnr-, e que este efeito pode ser reproduzido em E. 
coli selvagem com a adição de EDTA, um quelante de cátions divalentes, ao meio de 
cultura. 
Oliveira e colaboradores (2009) realizaram a substituição dos resíduos de cisteína 
414, 426, 446, e 451 por serina, e observaram que as variantes de Δ(1-203)NifA contendo 
estas mutações eram completamente inativas quando expressas em E. coli, indicando que 
os resíduos mutagenisados têm papel fundamental na integridade da proteína (dada sua 
distância do sítio catalítico de AAA+, sua importância é possivelmente atribuída à 
manutenção da estrutura do domínio AAA+. Ensaios de ligação ao promotor nifB in vitro não 
mostraram prejuízo causado pelas substituições quanto à interação com DNA (OLIVEIRA et 
al., 2009). O mesmo trabalho relatou a construção de duas proteínas quiméricas: NifAQ1, 
que contém o domínio GAF de H. seropedicae e os domínios AAA+ e HTH de A. vinelandii, 
cuja atividade não foi inibida nem por amônio nem por oxigênio em E. coli, e NifAQ2, que 
contém o domínio GAF de A. vinelandii e os domínios AAA+ e HTH de H. seropedicae, cuja 
atividade foi inibida por oxigênio (e não por amônio). 
Mais recentemente, o estudo da regulação dos promotores nifA e nifH em H. 
seropedicae contendo várias combinações de deleções de suas três proteínas Fnr mostrou 
que a deleção de fnr1 e fnr3 conduz a um aumento da expressão e da atividade de NifA . A 
regulação parece ser indireta, mediada pelo aumento da taxa respiratória nos mutantes 
(BATISTA et al., 2015). 
A partir de 1999, Monteiro e colaboradores (1999, 1999b, 2001, 2003) trabalharam 
extensivamente na caracterização dos domínios funcionais de NifA. O padrão de regulação 
da proteína Δ(1-203)NifA (inibição por oxigênio, ausência de inibição por amônio) foi 
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confirmado com uma nova construção que permitiu sua superexpressão em E. coli; esta 
proteína foi então purificada e sua capacidade de interação específica com o promotor nifB 
de H. seropedicae foi confirmada por ensaios de DNA footprinting e retardamento da banda 
de DNA em gel (MONTEIRO et al., 1999). Eventualmente, a expressão, purificação, e uso 
do domínio C-terminal de NifA nesses mesmos ensaios confirmou ser este o domínio 
responsável pela interação com as seqüências promotoras (MONTEIRO et al., 2003). 
Um segundo trabalho importante avaliou a capacidade de o domínio GAF expresso 
in trans (resíduos 1-203 de NifA) inibir a atividade de Δ(1-203)NifA em E. coli; Monteiro e 
colaboradores (1999b) observaram que a coexpressão destes dois polipeptídeos permite 
reconstruir a inibição de NifA por amônio sob certas condições de expressão, sugerindo pela 
primeira vez um mecanismo para a inibição de NifA por seu domínio GAF: resíduos 
presentes no domínio GAF regulador interagiriam com resíduos dos domínios AAA+ e/ou C-
terminal, impedindo que eles assumissem a conformação necessária para ativar a 
transcrição dos promotores-alvo. Esta hipótese foi reforçada por um trabalho subseqüente 
que constatou a inibição da atividade ATPásica in vitro (e da ligação in vitro ao promotor 
nifB) da variante Δ(1-203)NifA pelo domínio GAF (resíduos 1-203) purificado separadamente 
(MONTEIRO et al., 2001). O mesmo trabalho verificou alteração no padrão de proteólise de 
Δ(1-203)NifA incubada com GAF, sugerindo fortemente a ocorrência de uma interação 
específica entre os domínios de NifA. 
O estudo da regulação da atividade de NifA também incluiu a busca pelo ativador 
responsável pela desrepressão de NifA em H. seropedicae em resposta a baixos níveis de 
amônio – uma resposta não observada em quando NifA é expressa em E. coli. As proteínas 
da família PII, que já se sabia estarem envolvidas na sinalização da concentração de 
amônio para NifA em γ-Proteobacteria, constituíam um dos alvos mais promissores. O 
trabalho de Noindorf e colaboradores (2011) mostrou que a deleção do gene glnK (mas não 
a do gene glnB) em H. seropedicae impede a fixação de nitrogênio neste organismo, e que o 
fenótipo selvagem pode ser reconstituído com a expressão de GnK ou de Δ(1-203)NifA – a 
variante insensível a amônio – no mutante. Isso indicou que GlnK seria o ativador 
responsável pela ativação de NifA. O trabalho ainda mostrou que a expressão de GlnB a 
partir do promotor de glnK também resgatava o fenótipo selvagem no mutante glnK-, 
sugerindo que a diferença funcional observada entre GlnB e GlnK na regulação da FBN 
deve-se mais ao nível de expressão de cada uma do que a diferenças intrínsecas entre as 
duas proteínas PII deste organismo. 
O reconhecimento do ativador de NifA permitiu realizar novos experimentos para 
testar as condições de interação e ativação de NifA por PII. Oliveira et al. (2012) valeram-se 
de ensaios de proteólise limitada para observar a interação entre o domínio GAF (1-203) 
purificado e GlnK na presença de seus efetores ATP, ADP, e 2OG. Os resultados sugeriram 
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que (1) a proteína GlnK, quando presente, interage sempre com o domínio GAF, mesmo sob 
condições em que não promove a ativação de NifA; (2) a interação entre GAF e GlnK é mais 
forte quando GlnK não se encontra uridililada; (3) a interação de GAF com GlnK é pouco 
responsiva aos efetores de PII, ao passo que a de GAF com GlnK uridililada varia de muito 
forte (na presença de ATP e alta concentração de 2OG) a muito fraca (na presença de ATP 
e baixa concentração de 2OG). 
Paralelamente, foram realizados estudos para tentar elucidar o mecanismo da 
inibição do domínio GAF sobre o restante de NifA. A construção de uma série de variantes 
de NifA contendo truncagens N-terminais progressivas (Δ(1-45), Δ(1-90), Δ(1-135), Δ(1-
165), Δ(1-185), Δ(1-221), Δ(1-244)) mostrou que a remoção dos primeiros 165 resíduos já 
basta para remover a inibição por amônio em E. coli e H. seropedicae glnK- – indicando que 
os resíduos importantes para a inibição da atividade de NifA deveriam estar localizados 
entre os primeiros 165 resíduos da proteína (STEFANELLO, 2011). Ainda, a remoção dos 
primeiros 45 resíduos bastou para tornar as três primeiras variantes de NifA 
permanentemente inativas, mesmo quando expressas em H. seropedicae na presença de 
GlnK. 
Aquino e colaboradores (2015) transferiram quatro mutações ativadoras 
encontradas em NifAs de R. rubrum e S. meliloti, e construíram outras oito variantes de NifA 
contendo substituições em resíduos conservados nas proteínas de α e β-Proteoobacteria. A 
avaliação da atividade dos mutantes revelou que todas as mutações inativaram NifA 
permanentemente, exceto G25E, que aliviou parcialmente a inibição de GAF sobre o 
domínio central sem remover totalmente a regulação por amônio. 
Por fim, mais recentemente, foi adotado um sistema simples e eficiente para 
realizar a coexpressão de NifA e GlnK em E. coli, que permitiu detectar pela primeira vez 
atividade de NifA de H. seropedicae em um organismo não diazotrófico (STEFANELLO, 
2014). De posse desta nova ferramenta, avaliou-se a capacidade de diferentes proteínas PII 
ativarem NifA. Conforme esperado, GlnB e GlnK de H. seropedicae e GlnB de A. brasilense 
ativaram NifA; embora NifA não seja ativa quando expressa em E. coli, GlnB de E. coli 
também revelou-se capaz de ativar NifA, indicando que a falta de atividade de NifA expressa 
heterologamente deve ser conseqüência da baixa concentração de GlnB em E. coli. A 
proteína GlnZ de A. brasilense e uma proteína PII quimérica contendo os primeiros 48 
resíduos de GlnZ não foram capazes de ativar NifA, sugerindo que os resíduos mais 
importantes para a ativação de NifA por PII encontram-se entre os primeiros 48. Um mutante 
de GlnK com a mutação G89A (caracterizada em E. coli, impede a ligação de ATP/ADP – 
JIANG, ZUCKER, e NINFA, 1997), e um mutante contendo a deleção do T-loop (Δ(45-54)), 
também não ativaram NifA; um mutante Y51F, que não pode ser uridililado, ativou NifA mais 
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fracamente que GlnK selvagem. Disto concluiu-se que a interação de PII com ATP é 





Diversos estudos ao longo dos anos trouxeram avanços importantes para a 
compreensão do mecanismo de regulação de NifA e, por conseqüência, do controle da 
fixação biológica do nitrogênio em H. seropedicae; no entanto, muitos detalhes ainda não 
são compreendidos. Particularmente, os resíduos de aminoácidos em GlnK e NifA 
responsáveis pela interação entre as duas proteínas não são conhecidos, e não se tem 
dados que permitam ao menos deduzir as superfícies de interação entre ambas. Não se 
sabe também qual o efeito da interação de efetores de PII sobre a atividade de NifA, um 
passo importante na definição da regulação da proteína. Este trabalho buscou aprofundar o 
entendimento da regulação do sistema NifA-GlnK de H. seropedicae construindo mutantes 
pontuais de GlnK e aleatórios de GlnK e NifA. 
3. OBJETIVOS 
O objetivo geral deste trabalho foi utilizar técnicas de clonagem molecular e 
expressão heteróloga de proteínas para localizar resíduos ou superfícies moleculares 
importantes para a ativação de NifA de H. seropedicae por proteínas PII, avaliar o efeito da 
interação de PII com seus efetores para a regulação da atividade de NifAe investigar o 
mecanismo da inibição do domínio GAF sobre o domínio central. 
Especificamente, os objetivos foram: 
3.1. Construir variantes de GlnK com as mutações K58M e Y51F (reconstrução; vide 
seção 5.1 caput), e avaliar sua capacidade de ativar NifA coexpressa em E. coli. 
3.2. Caracterizar in vitro as variantes de GlnK Y51F, K58M, G89A, e Δ(45-54) para 
confirmar a presença do fenótipo esperado de interação com ATP e 2OG, 
modificação por uridililação, e correta estruturação secundária. 
3.3. Construir uma biblioteca de mutantes aleatórios de GlnK, selecionando clones 
incapazes de ativar NifA, e avaliar a disposição e identidade das mutações para 
tentar localizar resíduos importantes para a ativação de NifA. 
3.4. Construir variantes de NifA insensíveis a oxigênio, para facilitar a execução de 
experimentos de mutagênese aleatória. 
3.5. Construir bibliotecas de mutantes aleatórios do domínio GAF de NifA que sejam 
inativos na presença de GlnK ou ativos na ausência de GlnK, e tentar localizar os 
resíduos essenciais para a ativação de NifA por PII e para a inibição constitutiva 






4. MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1. REAGENTES 
Os produtos químicos (etanol, componentes para meio de cultura, sais, brometo de 
etídeo, IPTG, Xgal, ONPG, ágar, agarose, dNTPs, antibióticos e outros) foram adquiridos de 
diversas companhias (Sigma-Aldrich, Merck, JT Baker, Thermo Scientific, USB). Primers 
foram adquiridos das empresas Integrated DNA Technologies (IDT) e MWG Operon. As 
enzimas de restrição e seus respectivos tampões foram comprados das empresas Thermo 
Scientific, Roche, e New England Biolabs (NEB), e usadas de acordo com as instruções do 
fabricante. Enzimas modificadoras (SAP, T4 DNA polimerase) foram obtidas das empresas 
USB ou Thermo Scientific. Taq DNA polimerase foi adquirida das empresas Thermo 
Scientific e Promega. Gases para troca gasosa foram comprados da empresa White-
Martins. A água ultrapura foi produzida no laboratório com um equipamento Millipore MilliQ® 
Synthesis, e autoclavada antes do uso. Somente água ultrapura foi utilizada para 
manipulação de DNA e proteínas. 
4.2. ANTIBIÓTICOS 
Os antibióticos foram pesados e dissolvidos para soluções-estoque no solvente 
mais apropriado. Antibióticos dissolvidos em água foram filtrados através de um filtro de 0,22 
µm (Millipore). As soluções de antibiótico foram adicionadas aos meios de cultivo nas 
concentrações especificadas na tabela abaixo: 
 
TABELA 2 – ANTIBIÓTICOS 
Antibiótico Abreviatura Solvente Concentração utilizada 
em µg/mL (para E. coli) 
Ampicilina Ap Água 250 
Kanamicina Km Água 100 
Tetraciclina Tc Etanol 70% 10 
Cloranfenicol Cm Etanol 95% 30 
Ácido Nalidíxico Nal NaOH 1 M 5 









4.3. BACTÉRIAS E PLASMÍDEOS 
A tabela 3 contém a lista das bactérias e plasmídeos utilizados neste trabalho. 
Mapas dos vetores de clonagem pET28a, pET29a, pETDuet1 e pTZ57R podem ser 
encontrados nos anexos 1 a 4. 
TABELA 3 – BACTÉRIAS E PLASMÍDEOS 
Bactérias     
E. coli Resistência Linhagem Genótipo Referência 
TOP10 Sm Derivada 
de E. coli 
MC1061  
F- λ- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-
mcrBC) φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 nupG recA1 
araD139 Δ(ara-leu)7697 
galE15 galK16 rpsL(StrR) 
endA1 
Invitrogen 
JM109(λDE3) Nal Derivada 
de E. coli 
DH1 
(K12) 
recA1 endA1 gyrA96 thi 
hsdR17 supE44 relA1 λ-
Δ(lac-proAB) [F’ traD36 
proAB lacIqZΔM15] λ(DE3 
[lacI lacUV5-T7p07 ind1 










BL21(λDE3) - Derivada 
de E. coli 
B834 
F– ompT gal dcm lon 
hsdSB(rB–mB–) λ(DE3 [lacI 





     
     
Plasmídeos Resistência Ancestral Característica Referência 
pET28a Km - Vetor de expressão; permite 
a expressão de proteínas 
fusionadas a uma cauda de 
histidinas N-terminal a partir 
de um promotor T7/lacO. 
Novagen 
pET29a Km - Vetor de expressão; permite 
a expressão de proteínas 
nativas ou fusionadas a uma 
cauda de histidinas C-
terminal a partir de um 
promotor T7/lacO. 
Novagen 
pETDuet1 Ap - Vetor de expressão dual; 
permite a expressão de até 
duas proteínas, cada qual a 
partir de seu próprio 
promotor T7/lacO. Sítios de 
policlonagem denominados 
MCSI e MCSII. 
Novagen 
pTZ57R Ap - Vetor de clonagem; permite 
seleção de clones contendo 
insertos através de triagem 





galacosidase. Usado para 
clonagem de produtos de 
PCR sem usar restrição (ver 
seção 4.7.13). 
pEMB200 Km pET29a Contém o gene glnK de H. 
seropedicae clonado 
NdeI/BamHI em pET29a. 
BONATTO et 
al., 2007 
pETHsglnB  Km pET28a Contém o gene glnB de H. 
seropedicae clonado 








Contém o gene nifA de A. 




pRT22 Cm pWVC22 Contém a fusão traducional 




pYZ1 Ap pT7-7 Contém o gene glnK de A. 
vinelandii clonado 
NdeI/BamHI em pT7-7. 
LITTLE et al., 
2000 
pETN185 Km pET28a Contém a variante N185 de 
nifA de H. seropedicae 




pRAM1T7  Ap pT7-7 Contém o gene nifA de H. 
seropedicae clonado 
NdeI/BamHI em pT7-7. 
STEFANELLO, 
2011 
DNifA Ap pETDuet1 Contém o gene nifA de H. 
seropedicae nifA gene 




DN185 Ap pETDuet1 Contém a variante do gene 
nifA de H. seropedicae nifA 
que codifica para Δ(1-185) 
NifA clonado NdeI/KpnI no 
MCSII de pETDuet1. 
STEFANELLO, 
2014 
DHsglnK Ap pETDuet1 Contém o gene glnK de H. 
seropedicae clonado 




HsglnKDNifA Ap DNifA Contém o gene glnK de H. 
seropedicae clonado 




pAASHsglnKG89A29  Km pET29a Contém o gene que codifica 
GlnK de H. seropedicae com 
a substituição G89A clonado 
NdeI/BamHI em pET29a. 
STEFANELLO, 
2014 
HsglnKG89ADNifA Ap DNifA Contém o gene que codifica 
GlnK de H. seropedicae com 
substituição G89A clonado 






pAASHsdeltaTglnK29 Km pET29a Contém uma variante gene 
glnK de H. seropedicae que 
expressa GlnK com deleção 
dos resíduos 42-54 clonado 




Ap DNifA Contém uma variante gene 
glnK de H. seropedicae que 
expressa GlnK com deleção 
dos resíduos 42-54 clonado 




AbdeltaTglnBDNifA  Ap DNifA Contém uma variante gene 
glnB de A. brasilense que 
expressa GlnB com deleção 
dos resíduos 42-54 clonado 






Ap DNifA Contém uma variante gene 
glnZ de A. brasilense que 
expressa GlnZ com deleção 
dos resíduos 42-54 clonado 




HsglnBDNifA  Ap DNifA Contém o gene glnB de H. 
seropedicae clonado 




EcglnBDNifA  Ap DNifA Contém o gene glnB de E. 
coli clonado XbaI/BamHI no 
MCSI de DNifA. 
STEFANELLO, 
2014 
AbglnBDNifA  Ap DNifA Contém o gene glnB de A. 
brasilense clonado 




AbglnZDNifA Ap DNifA Contém o gene glnZ de A. 
brasilense clonado 




AbΔTglnBDNifA Ap DNifA Contém uma variante gene 
glnB de A. brasilense que 
expressa GlnK com deleção 
dos resíduos 42-54 clonado 




AbΔTglnZDNifA Ap DNifA Contém uma variante gene 
glnZ de A. brasilense que 
expressa GlnK com deleção 
dos resíduos 42-54 clonado 




AbB91ZDNifA  Ap DNifA Contém o gene que codifica 





contend os resíduos 1-91 de 
GlnB de A. brasilense e 92-
112 de GlnZ do mesmo 
organismo clonado 
XbaI/BamHI no MCSI de 
DNifA. 
AbZ48BDNifA  Ap DNifA Contém o gene que codifica 
para uma protein quimérica 
contend os resíduos 1-48 de 
GlnZ de A. brasilense e 49-
112 de GlnB do mesmo 
organismo clonado 




Dxho* Ap pETDuet1 Contém a uma inserção no 
sítio XhoI (CTTCGAG) de 
pETDuet1. 
Este trabalho 
Dxho*K Ap Dxho* Contém o gene glnK de H. 
seropedicae clonado 
NdeI/KpnI no MCSII de 
Dxho*. 
Este trabalho 
nifAxhoTZ Ap pTZ57R Contém o gene nifA de H. 
seropedicae com as 
mutações G570C, C573G, e 
C574A (nifA[xho]) clonado 
NdeI/BamHI em pTZ57R. 
Este trabalho 
nifAxho29 Km pET29a Contém o gene nifA de H. 
seropedicae com as 
mutações G570C, C573G, e 
C574A (nifA[xho]) clonado 
NdeI/BamHI em pET29a. 
Este trabalho 
nifAxhoDxho* Ap Dxho* Contém o gene nifA de H. 
seropedicae com as 
mutações G570C, C573G, e 
C574A (nifA[xho]) clonado 
XbaI/BamHI no MCSI de 
Dxho*. 
Este trabalho 
pR129 Km pET28a Contém o gene nifA de H. 
seropedicae clonado 
NdeI/BamHI em pET28a. 
Este trabalho 
pAASHsglnKY51FTZend Ap pTZ57R Contém o gene que codifica 
GlnK de H. seropedicae com 
substituição Y51F e a região 
promotora de pET29a 
clonado em pTZ57R. 
Este trabalho 
pAASHsglnKY51F29end Km pET29a Contém o gene que codifica 
GlnK de H. seropedicae com 
substituição Y51F clonado 
NdeI/BamHI em pET29a. 
Este trabalho 
HsglnKY51FendDNifA Ap DNifA Contém o gene que codifica 
GlnK de H. seropedicae com 
substituição Y51F clonado 







Ap pTZ57R Contém o gene que codifica 
GlnK de H. seropedicae com 
substituição K58M e a região 
promotora de pET29a 
clonado em pTZ57R. 
Este trabalho 
pAASHsglnKK58M29 Km pET29a Contém o gene que codifica 
GlnK de H. seropedicae com 
substituição K58M clonado 
NdeI/BamHI em pET29a. 
 
HsglnKK58MDNifA Ap DNifA Contém o gene que codifica 
GlnK de H. seropedicae com 
substituição K58M clonado 
XbaI/BamHI no MCSI de 
DNifA. 
Este trabalho 
pAAS1501 Km pET29a Contém o gene que codifica 
a variante Δ(1-185) da 
quimera hs409-417av 
clonado NdeI/BamHI em 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1502 Km pET29a Contém o gene que codifica 
a variante Δ(1-185) da 
quimera hs412-420av 
clonado NdeI/BamHI em 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1503 Km pET29a Contém o gene que codifica 
a variante Δ(1-185) da 
quimera hs413-421av 
clonado NdeI/BamHI em 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1504 Km pET29a Contém o gene que codifica 
a variante Δ(1-185) da 
quimera hs414-422av 
clonado NdeI/BamHI em 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1505 Km pET29a Contém o gene que codifica 
a variante Δ(1-185) da 
quimera hs396-405av 
clonado NdeI/BamHI em 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1506 Km pET29a Contém o gene que codifica 
a variante Δ(1-185) da 
quimera hs404-412av 
clonado NdeI/BamHI em 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1507 Km pET29a Contém o gene que codifica 
a variante Δ(1-185) de NifA 
de H. seropedicae contendo 
a mutação C414H clonado 




pAAS1508 Km pET29a Contém o gene glnK de A. 
vinelandii clonado 
NdeI/BamHI em pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1509 Km pET29a Contém o gene glnK de A. 
vinelandii clonado 
NdeI/BamHI em pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1516 Ap DNifA Contém o gene que codifica 
para GlnK de H. seropedicae 
com substituição H42Q 
clonado no MCSI de DNifA. 
Este trabalho 
pAAS1518 Ap pET29a Contém o gene que codifica 
a quimera hs409-417av 
clonado  XbaI/BamHI em 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1519 Ap pET29a Contém o gene que codifica 
a quimera hs412-420av 
clonado  XbaI/BamHI em 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1520 Ap pET29a Contém o gene que codifica 
a quimera hs413-421av 
clonado  XbaI/BamHI em 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1521 Ap pET29a Contém o gene que codifica 
a quimera hs414-422av 
clonado  XbaI/BamHI em 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1522 Ap pET29a Contém o gene que codifica 
a quimera hs396-405av 
clonado  XbaI/BamHI em 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1523 Ap pET29a Contém o gene que codifica 
a quimera hs404-412av 
clonado  XbaI/BamHI em 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1524 Ap pET29a Contém o gene que codifica 
a variante de NifA de H. 
seropedicae com a 
substituição C414H clonado  
XbaI/BamHI em pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1525 Ap DHsglnK Contém o gene que codifica 
a quimera hs409-417av 
clonado  XbaI/BamHI no 
MCSI de DHsglnK. 
Este trabalho 
pAAS1526 Ap DHsglnK Contém o gene que codifica 
a quimera hs412-420av 
clonado  XbaI/BamHI no 
MCSI de DHsglnK. 
Este trabalho 
pAAS1527 Ap DHsglnK Contém o gene que codifica Este trabalho 
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a quimera hs413-421av 
clonado  XbaI/BamHI no 
MCSI de DHsglnK. 
pAAS1528 Ap DHsglnK Contém o gene que codifica 
a quimera hs414-422av 
clonado  XbaI/BamHI no 
MCSI de DHsglnK. 
Este trabalho 
pAAS1529 Ap DHsglnK Contém o gene que codifica 
a quimera hs396-405av 
clonado  XbaI/BamHI no 
MCSI de DHsglnK. 
Este trabalho 
pAAS1530 Ap DHsglnK Contém o gene que codifica 
a quimera hs404-412av 
clonado  XbaI/BamHI no 
MCSI de DHsglnK. 
Este trabalho 
pAAS1531 Ap DHsglnK Contém o gene que codifica 
a variante de NifA de H. 
seropedicae com a 
substituição C414H clonado  
XbaI/BamHI no MCSI de 
DHsglnK. 
Este trabalho 
pAAS1532 Ap DNifA Contém o gene glnK de A. 
vinelandii clonado 
XbaI/BamHI no MCSI de 
DNifA. 
Este trabalho 
pAAS1555 Ap pETDuet1 Contém o gene que codifica 
GlnK de H. seropedicae com 
a substituição G89A clonado 
NdeI/KpnI no MCSII de 
pETDuet1. 
Este trabalho 
pAAS1609 Km pET29a Contém o gene que codifica 
a variante Δ(1-185) da 
quimera hs434-442av 
clonado NdeI/BamHI em 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1601 Ap pAAS1555 Contém o gene que codifica 
a quimera hs409-417av 
clonado  XbaI/BamHI no 
MCSI de DG89a. 
Este trabalho 
pAAS1602 Ap pAAS1555 Contém o gene que codifica 
a quimera hs412-420av 
clonado  XbaI/BamHI no 
MCSI de pAAS1555. 
Este trabalho 
pAAS1603 Ap pAAS1555 Contém o gene que codifica 
a quimera hs413-421av 
clonado  XbaI/BamHI no 
MCSI de pAAS1555. 
Este trabalho 
pAAS1604 Ap pAAS1555 Contém o gene que codifica Este trabalho 
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a quimera hs414-422av 
clonado  XbaI/BamHI no 
MCSI de pAAS1555. 
pAAS1605 Ap pAAS1555 Contém o gene que codifica 
a quimera hs396-405av 
clonado  XbaI/BamHI no 
MCSI de pAAS1555. 
Este trabalho 
pAAS1606 Ap pAAS1555 Contém o gene que codifica 
a quimera hs404-412av 
clonado  XbaI/BamHI no 
MCSI de pAAS1555. 
Este trabalho 
pAAS1607 Ap pAAS1555 Contém o gene que codifica 
a variante de NifA de H. 
seropedicae com a 
substituição C414H clonado  
XbaI/BamHI no MCSI de 
pAAS1555. 
Este trabalho 
pAAS1613 Km pET29a Contém o gene que codifica 
a quimera hs409-417av[xhoI] 
clonado NdeI/BamHI in 
pET29a. 
Este trabalho 
pAAS1614 Ap Dxho*K Contém o gene que codifica 
a quimera hs409-417av[xhoI] 
clonado XbaI/BamHI no 
MCSI de Dxho*K. 
Este trabalho 
pAAS1615 Ap Dxho* Contém o gene que codifica 
a quimera hs409-417av[xhoI] 
clonado XbaI/BamHI no 
MCSI de Dxho*. 
Este trabalho 
pAAS1632 Km pET28a Contém o gene que codifica 
a quimera hs409-417av[xhoI] 




pAAS1637 Ap Dxho*K Contém o gene que codifica 
a quimera his-hs409-
417av[xhoI] clonado 








4.4. MEIOS DE CULTURA E CONDIÇÕES DE CULTIVO 
Todos os meios de cultura foram preparados no laboratório e esterilizados por 
autoclavação antes do uso.  
O meio LB (Lysogeny Broth14) foi preparado de acordo com Miller 1972; a 
composição final do meio é mostrada abaixo: 
 
LB  
Extrato de levedura 5 g/L 
Triptona 10 g/L 
NaCl 10 g/L 
 
O meio LA (Lysogeny Agar) foi preparado adicionando-se 1,5 g/L de ágar ao meio 
LB. 
O meio SOB (Super Optimal Broth) foi preparado segundo Warren (2011), 
apresentando a seguinte composição: 
 
SOB  
Caseína hidrolisada  20 g/L  
Extrato de levedura  5 g/L  
NaCl  10 mmol/L  
KCl  2,5 mmol/L  
 
O meio SOC (Super Optimal Broth with Carbohydrate) foi obtido através da adição 
de 2% (m/v) de glucose ao meio SOB. 
Para os ensaios de medição de atividade de β-galactosidase em E. coli, foi 
empregado o meio mínimo NFDM (CANNON et al., 1974) suplementado com 0,02% de 
casamino ácidos. A este meio foram adicionados zero ou 20 mM de NH4Cl e 0, 5, ou 500 µM 






                                                             
14“The acronym has been variously interpreted, perhaps flatteringly, but incorrectly, as Luria broth, Lennox broth, 
or Luria-Bertani medium. For the historical record, the abbreviation LB was intended to stand for „lysogeny broth‟” 





K2HPO4 12,06 g/L 
KH2PO4 3,4 g/L 
MgSO4 0,1 g/L 
Na2MoO4.2H2O 0,025 g/L 
FeSO4.7H2O 0,025 g/L 
D-glucose 20 g/L 
Os sais de fosfato (K2HPO4 e KH2PO4) foram preparados como uma solução à 
parte 20 vezes concentrada, e a glucose foi preparada separadamente em uma solução a 
200 g/L; a mistura de fosfatos e a glucose foram adicionados ao meio NFDM na hora do 
uso. O meio NFDM sólido foi feito com a adição de 1,5 g/L de ágar ao meio NFDM líquido. 
4.5. MANIPULAÇÃO DE MICRORGANISMOS 
4.5.1. Cultivo regular de E. coli 
O cultivo de E. coli em meio líquido foi realizado rotineiramente a 37°C e 180 rpm 
em frascos de vidro cilíndricos ou cônicos contendo meio LB (ou outro meio específico, 
mencionado na descrição do experimento). Cultivos em pequena escala foram realizados 
em frascos cilíndricos de 20 mL contendo 3 mL de meio de cultivo; culturas em larga escala 
foram feitas em frascos cônicos (erlenmeyer) de 250-2000 mL contendo entre 100 e 400 mL 
de meio, evitando exceder a proporção 1:5 entre quantidade total de meio de cultivo e 
volume nominal do frasco. 
Estoques das linhagens de E. coli foram feitos através da centrifugação de 1 mL de 
cultura saturada em meio líquido e adição de 500 µL de glicerol 50% ao pellet celular; estes 
estoques foram mantidos a -20°C e utilizados como fonte de células para iniciar culturas em 
meio líquido ou meio sólido. 
O cultivo de E. coli em meio sólido foi feito em placas de Petri descartáveis 
contendo meio LA e os antibióticos necessários. Usualmente, as placas foram incubadas a 
37°C por 12-16 horas para garantir o crescimento adequado das colônias; em alguns casos 
(durante a triagem de fenótipo branco/azul de células contendo pRT22 e plaqueadas em LA 
contendo Xgal), as placas foram mantidas a 30°C por 24 horas. Placas contendo colônias 
suficientemente crescidas foram preservadas a 4°C por até dois meses. 
4.5.2. Preparo de E. coli quimiocompetente e termotransformação 
Dois métodos de preparo de célula quimiocompetente foram empregados para 
transformação de plasmídeos em E. coli. 
Para transformações rotineiras, empregou-se o método descrito por Chung e 
colaboradores (1989) com poucas modificações. Um pré-inóculo de E. coli em meio LB foi 
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cultivado a 37°C e 180 rpm durante a noite, até saturação. Cem microlitros dessa cultura 
foram re-inoculados em 10 mL de meio LB em um frasco cilíndrico de 50 mL, perfazendo o 
inóculo definitivo. Esse inóculo foi cultivado a 37°C e 180 rpm por ~2 h até DO600nm ~0,3 
(medido com caminho óptico l = 1 cm), sendo então realizada a centrifugação de alíquotas 
de 1 mL de cultura por 1 min a 10000 x g. O sobrenadante foi descartado e as células 
ressuspendidas em 100 µL de TSS (50 mM MgCl2, 10% PEG8000, 5% DMSO em LB) 
gelado e mantidas em gelo até o momento do uso. A transformação foi feita através da 
adição de 0,5 µL de plasmídeo íntegro ou 3-5 µL de reação de ligação às alíquotas de célula 
competente, seguida de 30 minutos de incubação no gelo, adição de 400 µL de meio SOC, 
e incubação por 60 minutos a 37°C. Após isso, as células foram plaqueadas em LA + 
antibióticos. 
Para as transformações que necessitassem de maior eficiência, empregou-se o 
método de Inoue, Nojima e Okayama (1990) com poucas modificações. Um pré-inóculo de 
E. coli em meio LB foi cultivado a 37°C 180 rpm durante a noite, até saturação. Um mililitro 
dessa cultura foi re-inoculado em 100 mL de meio SOB em um frasco cilíndrico de 500 mL, 
perfazendo o inóculo definitivo. Esse inóculo foi cultivado a 20°C 180 rpm por ~24h até 
DO600nm ~0,6 (l=1cm). A cultura foi então centrifugada por 10 min a 5000 rpm e o pellet 
celular foi ressuspendido em 50 mL de solução de transformação TS (10 mM HEPES-KOH 
pH 6,7, 55 mM MnCl2, 15 mM CaCl2, 250 mM KCI). As células foram novamente colhidas 
por centrifugação, e ressuspendidas em 10 mL de solução TS acrescida de 700 µL de 
DMSO. Alíquotas de 1 mL foram estocadas a -70°C para uso posterior. A transformação foi 
feita através da adição de 1-5 µL de reação de ligação a alíquotas de 100 µL de célula 
competente, seguida de choque térmico a 42°C por 30s, incubação por 2 minutos no gelo, 
adição de 900 µL de meio SOC, e incubação por 60 minutos a 37°C. Após isso, as células 
foram plaqueadas em LA contendo antibióticos. 
4.5.3. Preparo de E. coli eletrocompetente e transformação 
Ligações de difícil transformação ou com necessidade de recuperação de alto 
número de transformantes foram introduzidos em E. coli através de eletroporação. O 
protocolo utilizado é baseado nos que foram descritos na literatura (SAMBROOK et al., 
1989; DOWER, MILLER e RAGSDALE, 1988; TAKETO, 1988). Células de E. coli foram 
cultivadas a 37°C e 180 rpm em meio LB até a fase estacionária. Um mililitro dessa cultura 
foi re-inoculado em 100 mL de meio SOB em um frasco cônico de 500 mL, e incubado a 
30°C e 180 rpm até DO600nm entre 0,5 e 0,8 (l=1cm). A cultura foi então resfriada no gelo por 
30 minutos, centrifugada a 5000 x g por 5 minutos, e o pellet celular foi lavado duas vezes 
com 50 mL de água MilliQ estéril e uma vez com 50 mL de glicerol 10% estéril. Ao final da 
última lavagem, as células foram ressuspendidas em cerca de 400 μL de glicerol 10%, e 
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transferidas para tubos eppendorf estéreis contendo alíquotas de 100 μL de suspensão 
celular. As células preparadas foram estocadas a -70°C até o momento do uso. Para 
aumentar a eficiência da transformação, as ligações foram dessalinizadas por diálise em 
gota (MARUSIK e SERGEANT, 1980) através de membranas MilliporeSigma VSWP02500 
(Millipore). A transformação foi feita mediante adição de 1-3 μL de ligação dessalinizada a 
100 μL de célula competente, transferência da mistura para uma cubeta de eletroporação 
(Bio-Rad, cubeta de 0,2 cm – cat. no.165-2086), e aplicação de um pulso elétricos sob uma 
diferença de potencial de 2,5 kV com o aparelho Gene Pulser II® (Bio-Rad). Após o choque, 
adicionou-se 0,9 mL de meio SOC à cultura, e transferiu-se as células para um frasco de 
estéril 10 mL para incubação a 37°C por 60 minutos. Após isso, as células foram 
plaqueadas em meio LA contendo os antibióticos apropriados. 
4.5.4. Determinação de atividade de β-galactosidase em E. coli 
Para os experimentos de determinação de atividade de β-galactosidase, células de 
E. coli JM109(λDE3) contendo o plasmídeo pRT22 (fusão traducional nifH::lacZ) e os 
plasmídeos codificantes para as variantes de NifA e/ou PII foram inicialmente cultivadas em 
meio LB contendo os antibióticos apropriados a 37°C 180 rpm até saturação. Após esse 
período, 50 µL de cada cultura foram transferidos para 3 mL de meio NFDM suplementado 
com 20 mM NH4Cl e 3% de LB, mais os antibióticos necessários. As culturas foram 
incubadas a 37°C por 24 h. Após este período, as células foram colhidas por centrifugação a 
5000 x g por 5 min, lavadas com meio NFDM (não suplementado), e diluídas para DO600nm 
inicial de 0,2 (medido com caminho óptico l = 1 cm) em 4 mL de meio NFDM suplementado 
com 0,02% de casaminoácidos e com adição de IPTG (0, 5 µM ou 5 mM) e NH4Cl (0 ou 20 
mM). Para os experimentos realizados sob atmosfera anóxica, os frascos foram selados 
com rolhas de borracha e submetidos a troca de ar por gás nitrogênio por 30 minutos. As 
células foram incubadas por 6 h a 30°C e 180 rpm antes da determinação da atividade 
enzimática. 
O ensaio de atividade da β-galactosidase foi realizado conforme descrito por Miller 
(1972), com poucas modificações. Cem microlitros de cada cultura foram adicionados a 900 
µL de tampão Z (8,53 g/L Na2HPO4 anidro, 3,085 g/L NaH2PO4.H2O, 0,75 g/L KCl, 0,246 g/L 
MgSO4.7H2O, 390 µL/L β-mercaptoetanol, 270 µL SDS 10%/L). Uma gota (~5 µL) de 
clorofórmio foi adicionada a cada tubo, e as amostras foram homogeneizadas brevemente 
para permeabilização celular e conseqüente liberação da enzima β-galactosidase no tampão 
de reação. Os tubos foram incubados a 30°C em banho-maria e a reação foi iniciada com a 
adição de 200 µL de orto-nitrofenil-β-galactosídeo (ONPG) a 4 mg/mL. Após 5-30 minutos, 
as reações foram paradas com 500 µL Na2CO3 1M. A produção de ortonitrofenil (produto da 
degradação do ONPG) e a quantidade de restos celulares no meio de reação foram 
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quantificadas por espectrofotometria (absorbância a 415 nm e 550 nm, repectivamente) em 
um leitor de microplaca ELx800 (BioTek – caminho óptico l~6 mm) ou Promega Glomax 
Multi Detection System. A densidade óptica das culturas foi medida a 595nm nos mesmos 
equipamentos, e a atividade de β-galactosidase foi calculada segundo a equação: 
 
𝟏𝟎𝟎𝟎(𝐃𝐎𝟒𝟏𝟓 − 𝟏,𝟕𝟓 𝐃𝐎𝟓𝟓𝟎 )
 𝐯𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞  𝐃𝐎𝟓𝟗𝟓 (𝐭𝐞𝐦𝐩𝐨 𝐝𝐞 𝐫𝐞𝐚çã𝐨) 
 
A atividade foi expressa em unidades Miller, definidas pela equação acima. 
4.5.5. Expressão de GlnK para purificação 
Células de E. coli BL21(λDE3) foram transformadas com os plasmídeos adequados 
(pETHsglnB, pEMB200, pAASHsglnKK58M29, pAASHsglnKG89A29, e 
pAASHsdeltaTglnK29 – codificando para hsGlnB, hsGlnK, hsGlnK K58M, hsGlnK G89A, e 
hsGlnK Δ(45-54), respectivamente). A expressão das proteínas foi realizada em 200 mL de 
meio LB contendo 20 mM NH4Cl (para garantir que as proteínas PII produzidas não 
sofressem uridililação in vivo (MOURE et al., 2011)) e 50 μg/mL de kanamicina. As células 
foram cultivadas a 37°C 180 rpm por cerca de 3 horas até DO600 ~0,6. Nesse momento, 
adicionou-se 0,5 mM de IPTG às culturas para induzir a expressão a partir dos promotores 
T7/lacO. A expressão ocorreu por 3 horas a 30°C, findas as quais as células foram colhidas 
por centrifugação e armazenadas a -20°C até o momento da purificação. 
4.5.6. Expressão de his-hs409-417av[xhoI] para purificação 
Células de E. coli JM109(λDE3) pRT22 foram transformadas com o plasmídeo 
adequado pAAS1637 (codifica his-hs409-417av e hsGlnK). A expressão das proteínas foi 
realizada em um frasco cônico de 2 L contendo 500 mL de meio LB e 125 μg/mL de 
ampicilina. As células foram cultivadas a 37°C 180 rpm por cerca de 3 horas até DO600 
~0,45. Após esse período, a cultura foi resfriada em um banho de água à temperatura 
ambiente e adicionou-se ampicilina e 20 µM de IPTG para induzir a expressão a partir dos 
promotores T7/lacO. A cultura foi então incubada a 18°C 250 rpm por 18 horas, findas as 
quais as células foram colhidas por centrifugação e armazenadas a -20°C até o momento do 
uso. 
Para ensaios de expressão e solubilidade, as células foram cultivadas em 5 mL de 
meio LB com ampicilina 250 µg/mL por cerca de 3 horas a 37°C e 180 rpm até DO600nm ~0,6, 
momento em que se adicionou diferentes concentrações de IPTG às culturas para permitir a 
expressão das proteínas pelas 3 horas subseqüentes a 30°C. As células foram colhidas por 
centrifugação e guardadas a -20°C até a hora do uso. 
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4.6. FERRAMENTAS DE BIOINFORMÁTICA 
4.6.1. Edição e análise de seqüências 
Seqüências de DNA foram visualizadas e manipuladas com os programas BioEdit 
7.0.5 (HALL, 1999), SnapGene Viewer (GSL Biotech), e MEGA5 (TAMURA et al., 2011). O 
programa MEGA5 foi preferido para a realização de alinhamentos locais, ao passo que o 
programa BioEdit foi preferencialmente utilizado para a localização de sítios de restrição nas 
seqüências-alvo. Eventuais figuras foram preparadas com o programa BioEdit ou com o 
programa Jalview 2.10 (WAREHOUSE et al., 2009), conforme a conveniência. 
Para a escolha de um sítio de restrição específico a ser inserido no gene nifA de H. 
seropedicae sem alteração dos resíduos de aminoácidos codificados (ou seja, 
exclusivamente através de mutações silenciosas), utilizou-se a ferramenta  WatCut (Michael 
Palmer, University of Waterloo – disponível em http://watcut.uwaterloo.ca/template.php). 
4.6.2. Bases de dados 
A busca por seqüências conhecidas de genes homólogos a nifA e PII foi realizada 
através dos bancos de dados do NCBI e do KEGG (KANEHISA et al., 2017). As seqüências 
foram obtidas em formato FASTA para a utilização em alinhamentos subseqüentes. 
Estruturas de proteínas PII ou de domínios GAF para modelagem estrutural foram 
recuperadas do Protein Data Bank (PDB – www.rcsb.org, BERMAN et al., 2000). 
4.6.3. Alinhamento de seqüências 
Os alinhamentos de proteínas NifA e de proteínas PII foram realizados no programa 
MEGA5 (TAMURA et al., 2011) usando o o algoritmo ClustalW (CHENNA et al., 2003). 
Manteve-se os parâmetros default (matriz Gonnet, residue-specific penalty ON, hydrophillic 
penalty ON, gap separation distance 4), exceto pelas penalidades para abertura e extensão 
de gaps: estas foram determinadas como valores muito altos (1000) para desestimular ao 
máximo a inserção de gaps nas seqüências. 
4.6.4. Desenho de oligonucleotídeos iniciadores (primers) 
Os primers foram desenhados com o auxílio da ferramenta OligoAnalyzer 
(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/), buscando manter as 
temperaturas de anelamento (Tm) entre 50 e 60°C e minimizar a presença de estruturas 
secundárias ou de homodimerização envolvendo os terminais 3’. Sítios de restrição foram 
introduzidos nas seqüências de alguns dos primers para facilitar os procedimentos de 
clonagem. Os primers projetados estão listados abaixo, com os sítios de restrição 
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sublinhados; a temperatura de fusão foi calculada com a ferramenta OligoAnalyzer (IDT). Os 
primers estão listados na tabela 4. 
TABELA 4 – PRIMERS UTILIZADOS NESTE TRABALHO 




M13 universal GTAAAACGACGGCCAG 50,7 Seqüenciamento 
M13 reverso CAGGAAACAGCTATGAC 47,0 Seqüenciamento 
T7 promotor TAATACGACTCACTATAGGG 47,5 Seqüenciamento 
T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG 53,4 Seqüenciamento 
pET upstream ATGCGTCCGGCGTAGA 54,3 Seqüenciamento 
N185-RAM CAGCAGCTGCATATGGAAAAG 57,9 Seqüenciamento 
T7F grd CCCGCGAAATTAATACGACTCACTAT 59,8 Amplificação de DNA 
T7term grd GGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGG 57,8 Amplificação de DNA 
pET28aKpn 
rev2 (K-B-S-S) GTCGACGGAGCTTGGATCCGGTACC 64,5 
Introdução de sítio 
KpnI C-terminal 
nifAXhoI fwd CCAGCTCTCGAGGCAACTCCAG 61,8 
Introdução de sítio 
XhoI em nifA por meio 
de mutações 
silenciosas 
nifAXhoI rev CTGGAGTTGCCTCGAGAGCTGG 61,8 
Introdução de sítio 




fwd CAGGCCATGAAGCTGCTGATGAGC 62,5 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hs409+417av 
rev GCTCATCAGCAGCTTCATGGCCTG 62,5 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hs412+420av 
fwd AAGGTCATGATGAGCCACCGCT 61,1 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hs412+420av 
rev AGCGGTGGCTCATCATGACCT T 61,1 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hs413+421av 
fwd GTCATGATGAATCACCGCTGGCC 60,6 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hs413+421av 
rev GGCCAGCGGTGATTCATCATGAC 60,6 
Construção de 
quimeras de nifA de 





fwd ATGATGAATTGCCGCTGGCCG 61,1 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hs414+422av 
rev CGGCCAGCGGCAATTCATCAT 61,1 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hsNCY-SHR 
fwd CCTGGAGCGCACTGCCACCAT 65 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hsNCY-SHR rev GCGCTCCAGGCAATTTTCCAGTTC 65 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hsnifA C414H 
fwd TCATGATGAATCACTACTGGCCGG 58,7 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hsnifA C414H 
rev CCGGCCAGTAGTGATTCATCATGA 58,7 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hs396+405av 
fwd GTGGAGAACGGCCGCCCG 64,7 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hs396+405av 
rev CGGGCGGCCGTTCTCCAC 64,7 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hs404+412av 
fwd GCCATGTCAGACAGCGCCAT 60,8 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hs404+412av 
rev ATGGCGCTGTCTGACATGGC 60,8 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hs434+442av 
fwd CACCATGATGGAGGACGGCA 59,8 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hs434+442av 
rev TGCCGTCCTCCATCATGGTG 59,8 
Construção de 
quimeras de nifA de 
H. seropedicae e A. 
vinelandii 
hsglnK H42Q 
fwd CAGAAGGGCCAAACCGAACTC 58,5 
Construção de 
mutante pontual de 
glnK de H. 
seropedicae 
hsglnK H42Q 
rev GAGTTCGGTTTGGCCCTTCTG 58,5 
Construção de 
mutante pontual de 
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glnK de H. 
seropedicae 
GlnKY51R CGACCACGAATTCCGCGCCGC 71,7 
Construção de 
mutante pontual de 
glnK de H. 
seropedicae 
GlnKY51F GCGGCGCGGAATTCGTGGTCG 71,7 
Construção de 
mutante pontual de 
glnK de H. 
seropedicae 
hsGlnK K58M f CTGCCCATGACCAAGAT 51,9 
Construção de 
mutante pontual de 
glnK de H. 
seropedicae 
hsGlnK K58M r ATCTTGGTCATGGGCAG 51,9 
Construção de 
mutante pontual de 
glnK de H. 
seropedicae 
 
4.6.5. Predição de estrutura secundária e modelagem estrutural 
A predição de estrutura secundária da proteína NifA de H. seropedicae foi feita 
através dos programas JPred 4 (DROZDETSKIY et al., 2015), GOR4 (GIBRAT et al., 1987 – 
disponível em https://npsa-prabi.ibcp.fr/), PSIPRED (Buchan et al., 2013), e CFSSP (ASHOK 
KUMAR, 2013). 
A modelagem estrutural da mesma proteína foi realizada no servidor SWISS-
MODEL (BIASINI et al., 2014), uma ferramenta integrada que realiza a busca por proteínas 
com seqüência de estrutura secundária semelhante à da seqüência-alvo no Protein Data 
BanK (BERMAN et al., 2000) usando os algoritmos BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) e 
HHblits (REMMERT et al., 2012), e realiza a construção de modelos estruturais com o 
algoritmo ProMod3, derivado do OpenStructure (BIASINI et al., 2013). A qualidade dos 
modelos é avaliada pelo próprio SWISS-MODEL usando o programa QMEAN (BENKERT, 
KUNZLI, e SCHWEDE, 2009). 
4.6.6. Construção de árvore de distância evolutiva 
Árvores filogenéticas foram construídas pelo método de neighbor-joining (SAITOU e 
NEI, 1987) utilizando o programa MEGA5 (TAMURA et al., 2011) nas condições default 
(Poisson model, uniform rate of substitution among sites, deletion of gaps/missing data), com 
o grau de suporte de cada ramo avaliado por bootstrap (EFRON, 1987) com 1000 iterações. 
4.6.7. Cálculo de propriedades fisico-quimicas de proteínas 
Parâmetros físico-quimicos de his-hs409-417av[xhoI] (uma variante quimérica de 
NifA usada em ensaios de purificação) – massa molecular, ponto isoelétrico teórico, 
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coeficiente de extinção molar – foram calculados com o auxílio da ferramenta ExPASy 
ProtParam (Gasteiger et al., 2005). 
4.6.8. Visualização de estruturas tridimensionais de proteínas 
A visualização de estruturas de proteínas foi realizada no software PyMOL 
Molecular Graphics System 1.2r3pre (DeLano Scientific). Todas as imagens de estruturas 
tridimensionais incluídas neste trabalho foram geradas com este programa. 
4.6.9. Quantificação relativa de proteínas por densitometria 
Imagens obtidas após a separação eletroforética de proteínas foram analisadas 
com o software GelQuantNET (BiochemLabSolutions) para medir a densidade relativa de 
cada banda de interesse presente nas amostras analisadas; a densidade da banda permite 
estimar a proporção da proteína ali presente no volume total da amostra. 
4.7. MANIPULAÇÃO DO DNA 
4.7.1. Análise eletroforética de DNA 
Os fragmentos de DNA foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% 
(m/v) em tampão BE (5 mM Na2B4O7 , 0,5 mM EDTA – baseado no meio eletroforético 
melhorado descrito em BRODY e KERN, 2004). As amostras foram aplicadas no gel e 
submetidas a 60-80 V por 40-60 minutos; após isso, o gel foi incubado em uma solução de 
brometo de etídeo (0,002% m/v em água) por 15 minutos para coloração das bandas de 
DNA, e visualizado sob luz UVC (254 nm). As imagens foram capturadas em um aparelho 
3UV™ Transilluminator (UVP). Para a estimativa dos tamanhos moleculares dos 
fragmentos, utilizou-se amostras de DNA de tamanhos conhecidos (padrões de tamanho 
molecular) adquiridos das empresas Thermo Scientific (1 kb e 100 bp, cat. no. SM0311 e 
15628019, respectivamente) e NEB (2-log DNA Ladder, cat. no. N3200S). 
4.7.2. Purificação de fragmentos de DNA 
Fragmentos de DNA obtidos por amplificação ou por restrição foram rotineiramente 
empregados nas etapas subseqüentes do trabalho sem qualquer procedimento de 
purificação. Nas situações em que se fez necessário purificar o DNA para remoção de 
componentes da solução tampão ou de fragmentos de DNA indesejados, optou-se por 
utilizar os kits comerciais de purificação de DNA QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) ou 
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Protocol (Promega). 
Quando foi necessário separar dois ou mais fragmentos de tamanho molecular 
diferente presentes em na mesma solução, optou-se por realizar a separação eletroforética 
do DNA em gel de agarose 1% sob baixa diferença de potencial (60 - 80 V) por 1-2 h. O gel 
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então corado com brometo de etídeo, como já descrito, e visualizado sob luz UVB (302 nm) 
em um transluminador 3UV™ Transilluminator (UVP). As bandas de interesse foram 
recortadas do gel com o auxílio de uma lâmina de bisturi, e o DNA foi extraído da agarose 
usando algum dos kits de purificação supramencionados, seguindo as instruções do 
fabricante. 
4.7.3. Amplificação de DNA 
A amplificação do DNA por reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada 
rotineiramente com Taq DNA polimerase obtida de diferentes fabricantes (Thermo Scientific, 
Promega), de acordo com as respectivas instruções. Os sistemas de reação tipicamente 
continham 20 mM Tris-HCl pH 8,4, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 50 µM de cada dNTP, 200 nM 
de cada primer, 100-500 ng de DNA molde e 1 U de Taq DNA polimerase, em um volume 
final de 10 a 25 µL, conforme a necessidade. 
O programa de amplificação tipicamente seguiu o protocolo de uma etapa inicial de 
desnaturação (95°C, 5 min) seguida de 25 ciclos de amplificação (95°C 30 s, 50-65°C 30 s, 
72°C 30 s 2 min) e uma etapa de extensão final (72°C, 20 min). A temperatura de 
anelamento escolhida variou entre 50 e 65°C, conforme a temperatura de anelamento 
calculada para cada primer; em caso de amplificações difíceis, optou-se por realizar um 
gradiente de temperatura (geralemente entre 50-60°C). O tempo de extensão a 72°C em 
cada ciclo foi dependente do tamanho do fragmento a ser amplificado (1 minuto por 1000 
bases). 
4.7.4. Amplificação mutagênica de DNA 
As reações de amplificação mutagênica aleatória do DNA foram realizadas com o 
sistema GoTaq Green Master Mix (Promega), em sistemas de reação de 50 a 100 µL aos 
quais adicionou-se  200 nM de cada primer, 100-500 ng de DNA molde, e 3 mM de MgCl2 – 
elevando a concentração final de Mg2+ no sistema para 4,5 mM, de modo a aumentar 
ligeiramente a taxa de mutação (ECKERT e KUNKEL, 1991). 
4.7.5. Mutagênese sítio dirigida por OE-PCR 
Mutantes pontuais em sítios específicos foram obtidos de acordo com a estratégia 
de mutagênese dirigida por oligonucleotídeos (HO et al., 1989), uma variante da técnica de 
overlap extension PCR (OE-PCR). A técnica emprega um par de primers  complementares à 
região do DNA que se pretende mutagenisar; estes primers contêm um (ou mais) diferenças 
em relação à seqüência do gene e introduzem mutações no sítio desejado, de acordo com o 





4.7.6. Seqüenciamento de DNA 
O seqüenciamento dos insertos dos plasmídeos foi feito pelo método de Sanger et 
al. (1977), usando dideoxiribonucleotídeos terminadores de cadeia marcados com 
fluorescência (PROBER et al., 1987), empregando reativos comercialmente disponíveis. A 
reação de seqüenciamento foi feita com o reativo BigDye Terminator v3.1 (Life 
Technologies), e incubada em um termociclador Veriti (Applied Biosystems). Os reagentes 
presentes em cada sistema estão listados na tabela 5. 
TABELA 5 – SISTEMA DE REAÇÃO PARA SEQÜENCIAMENTO DE DNA 
Reagente Quantidade (µL) 
Sequencing buffer 5x 2 
Sequencing mix BigDye Terminator v3.1 1 
Primer 0,5 
DNA plamidial 0,5 
Água ultrapura 6 
 
O programa utilizado para a reação de seqüenciamento foi 96°C 1 min, 40 ciclos de 
extensão (96°C 15 s , 50°C 15 s, 60°C 4 min), e extensão final de 60°C 1 min. 
Os produtos de cada reação foram precipitados através da adição de 10 µL de 
água, 2 µL acetato de amônio 4 M e 65 µL de etanol 96%, lavados com 100 µL de etanol 
70%, secados, ressuspendidos em tampão de corrida (Life Technologies) e analisados em 
um seqüenciador ABI3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 
4.7.7. Digestão com endonucleases de restrição 
As digestões de DNA para clonagem gênica foram feitas em sistemas de 10-50 μL 
contendo 2 a 10 unidades de enzima durante 4 h ou 24 h a 37°C, conforme a eficiência da 
digestão. Todas as enzimas foram adquiridas de empresas de biotecnologia (Roche, 
Thermo Scientific, NEB) e usadas em tampões adquiridos das mesmas companhias. 
Restrições com duas endonucleases diferentes foram feitas simultaneamente ou 
seqüencialmente (no caso de restrições envolvendo NdeI) no mesmo sistema de reação, 
usando o tampão mais favorável à atividade de ambas as enzimas. Após a incubação, os 
sistemas foram aquecidos a 80-90 °C por 20 minutos para inativar as enzimas 
termossensíveis. Quando se trabalhou com enzimas resistentes ao calor, foi realizada a 
purificação dos fragmentos de DNA após a restrição de acordo com o previamente descrito 
(item 4.7.2, p. 88). O tampão utilizado em cada digestão foi escolhido conforme a 
recomendação do fabricante (Thermo Scientific, Roche, ou NEB). 
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Digestões de DNA executadas apenas para confirmação de padrões de restrição 
(usualmente na seleção de plasmídeos recombinantes) foram feitas em sistemas de 5 µL 
contendo 0,5 unidades de cada enzima, segundo a tabela abaixo: 
TABELA 6 – SISTEMAS DE RESTRIÇÃO 
Componente Quantidade 
 Sistema de 50 µL Sistema de 10 µL Sistema de 5 µL 
DNA (50 ng/µL – 1 µg/µL) 25 µL (1,2 - 25 µg) 3 µL (150 ng - 3 µg) 1,5 µL (75 ng - 1,5 µg) 
Tampão 10x 5 µL 1 µL 0,5 µL 
Enzima 1 1 µL (10 U) 0,3 µL (3 U) 0,15 µL 
Enzima 2 1 µL (10 U) 0,3 µL (3 U) 0,15 µL 
Água ultrapura 18 µL 5,4 µL 2,7 µL 
    
4.7.8. Geração de pontas cegas 
Reações para geração de pontas cegas foram feitas usando T4 DNA polimerase 
(Thermo Scientific), seguindo o protocolo do fabricante em tudo, com exceção do volume 
total do sistema (sistemas de 100 µL foram reduzidos para 20 µL). 
4.7.9. Ligação de fragmentos de DNA 
As reações de ligação foram feitas em sistemas de 10 µL contendo 0,3 unidades 
Weiss de T4 DNA ligase, nos quais inserto e vetor foram adicionados com razão molar de 
aproximadamente 3:1 entre as pontas de cada fragmento, respectivamente. Geralmente, 
isso representou cerca de 1 µL de inserto para 0,2-0,5 µL de vetor. Os sistemas foram 
preparados de acordo com a recomendação do fabricante (Fermentas), incubados a 
temperatura ambiente por no mínimo 30 minutos, e então transformados em E. coli. 
4.7.10. Extração de DNA plasmidial 
O DNA plasmidial foi extraído pelo método da lise alcalina (BIRNBOIM e DOLLY, 
1979; SAMBROOK et al., 1989), com algumas modificações. Células de E. coli foram 
cultivadas em 3 mL de meio LB com antibióticos sob agitação até a saturação. A cultura foi 
então submetida a centrifugação a 13000 x g por 1 minuto para separar as células do meio 
de cultura. O sobrenadante foi descartado, e as células foram ressuspendidas em 150 µL de 
solução tampão GET (25 mM Tris-HCl pH 8,0, 9 g/L glucose, 10 mM EDTA) gelada. As 
células foram rompidas com a adição de 150 µL de solução de lise (200 mM NaOH, 1% 
(m/v) SDS) e homogenização manual por cerca de um minuto; em seguida, o sistema foi 
neutralizado com a adição de 150 µL de solução Kacf (3 M CH3COOK, 1,8 M HCOOH, pH 
4,8) e homogeneizado delicadamente para causar a precipitação de proteínas e DNA 
genômico. Após a verificação da precipitação, adicionou-se 100 µL de clorofórmio : álcool 
isoamílico (24:1) ao sistema, e procedeu-se a uma rápida homogeneização com o intuito de 
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provocar a desnaturação e agregação de proteínas ainda em solução. A mistura foi então 
centrifugada a 13000 x g por 5 minutos para a separação das fases orgânica (inferior) e 
aquosa (superior). A fase aquosa (400 µL) foi transferida para um novo tubo eppendorf, e o 
DNA plasmidial foi precipitado pela adição de 800 µL de etanol 96%. O precipitado foi 
separado por centrifugação a 13000 x g por 10 minutos; o sobrenadante foi descartado, e o 
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%. O precipitado foi então novamente 
centrifugado a 13000 x g por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado, e o pellet de DNA foi 
secado sob vácuo. Para uso em experimentos subseqüentes, o DNA extraído foi 
comumente ressuspendido em 30 µL de água ultrapura. 
4.7.11. Seleção de plasmídeos recombinantes 
A seleção de plasmídeos recombinantes foi realizada por dois métodos distintos, de 
acordo com o que fosse mais prático executar para cada construção. 
Preferencialmente, empregou-se a seleção de recombinantes por PCR de colônia. 
Por este método, uma amostra de cada uma das colônias de E. coli em meio sólido 
contendo possíveis plasmídeos recombinantes foi utilizada com DNA molde para uma 
reação de PCR com primers que reconheciam regiões no plasmídeo-alvo a montante e à 
jusante do sítio de ligação. Os pares de primers utilizados foram M13 universal/M13 reverso 
(para seleção de clones em pTZ57R) T7 promotor/T7 terminator (para seleção de clones em 
pET28a, pET29a, e pT7-7), pET upstream/DuetDOWN1(para seleção de clones no sítio de 
policlonagem I de pETDuet1 e derivados), e DuetUP2/T7 terminator (para seleção de clones 
no sítio de policlonagem II de pETDuet1 e derivados). A detecção de uma banda DNA de 
tamanho adequado após análise eletroforética do sistema de reação foi considerada sinal de 
que a colônia utilizada como DNA molde continha um plasmídeo recombinante. Tais 
colônias foram então cultivadas em LB para extração plasmidial. Tomou-se o cuidado de 
incluir sempre controles negativos (água, colônia de E. coli sem plasmídeos) e positivos 
(plasmídeo purificado fechado, plasmídeo contendo um fragmento conhecido) entre as 
PCRs ao realizar a seleção de clones desta maneira. 
Caso necessário, empregou-se o método de seleção de clones através de análise 
do padrão de restrição por eletroforese. Por este método, colônias de E. coli contendo 
potenciais plasmídeos recombinantes foram cultivadas em meio LB e tiveram seus 
plasmídeos extraídos conforme previamente descrito. O DNA plasmidial foi então submetido 
a disgestão com enzimas de restrição apropriadas (geralmente duas endonucleases cujos 
sítios de ligação flanqueassem o sítio de inserção), e os produtos de digestão foram 
analisados por eletroforese. A presença de bandas de DNA de tamanho esperado foi 
interpretada como sinal de que o plasmídeo continha o inserto desejado. 
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Todos os clones cujo inserto derivou de produtos de PCR tiveram seus insertos 
seqüenciados para confirmar sua identidade e garantir a ausência de mutações indesejadas. 
Quando foi possível utilizar a atividade de β-galactosidase das colônias para 
diferenciar os plasmídeos que continham os insertos desejados (SAMBROOK et al., 1989), 
as células de E. coli transformadas com as ligações alvo foram plaqueadas em meio 
contendo 40 µg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranosídio (Xgal – HORWITZ et 
al., 1964), um composto que é degradado a 5-bromo-4-cloro-3-hidroxiindol e galactose pela 
enzima β-galactosidase. A oxidação/dimerização espontânea de 5-bromo-4-cloro-3-
hidroxiindol leva à formação de um composto azul (5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo). Neste 
caso, apenas as colônias que apresentaram o fenótipo desejado (colônias brancas, no caso 
de ligações a pTZ57R) foram submetidas aos processos de seleção por PCR ou por 
restrição. 
4.7.12. Preparo de vetores para reações de ligação 
Os vetores foram digeridos com as enzimas de restrição desejadas em sistemas de 
25 – 50 μL, e então tratados com 0,2 U de Fosfatase Alcalina de Camarão (SAP) por 1 h 40 
min a 37°C. As enzimas foram inativadas mediante incubação a 80°C por 15 min. A 
concentração e pureza do DNA foram estimadas por espectrofotometria. Quando 
necessário, os vetores cortados e desfosfatizados foram purificados conforme descrito 
anteriormente (seção 4.7.2, p. 88). 
4.7.13. Preparo de vetor pTZ57R/T para clonagem T/A 
O protocolo de preparação de um vetor possuidor de pontas adesivas 3’ contendo 
timidina foi aquele descrito por Marchuk et al. (1990), com poucas modificações. Cerca de 
100 μg de vetor pTZ57R foram digeridos com 10 unidades de EcoRV em sistema de 50 μL 
contendo tampão R (Fermentas). Após a 24 h de reação, o sistema foi diluído para volume 
final de 100 μL, e a esse sistema adicionou-se 1 mM de dTTP e 0,5 μL de Taq DNA 
polimerase. O sistema foi incubado a 72°C por 4 h. Alíquotas de 10 μL foram congeladas 
para uso posterior. O vetor assim preparado foi denominado pTZ57R/T. Tipicamente, 
utilizou-se 0,2 μL deste vetor e 0,5-2 μL do produto de PCR alvo nas reações de ligação 
(volume final 10 μL). 
4.7.14. Quantificação do DNA por espectrofotometria 
A concentração do DNA foi estimada pela absorbância da amostra em 260 nm, 
medida em um aparelho Nanodrop 2000 (Thermo-Fischer Scientific; DESJARDINS e 
CONKLIN, 2010), supondo A = 1 (quando l = 1 cm) na presença de 50 µg de DNA dupla fita. 
A presença de proteínas contaminantes foi inferida pela relação absorbância 260nm / 
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absorbância 280nm, sendo consideradas puras as amostras em que esta relação era 
próxima de 2 (WILLFINGER et al., 1997).   
4.8. MANIPULAÇÃO DE PROTEÍNAS 
4.8.1. Determinação da concentração de proteínas 
A concentração de proteínas em solução aquosa foi estimada pelo método de 
Bradford (1976) adaptado para leitura em leitor de microplaca. A proteína BSA foi utilizada 
para fazer a curva-padrão de concentração de proteína. A leitura de DO600nm foi feita em 
placa de 96 poços no equipamento ELX800 Universal Microplate Reader (Bio-Tek 
instruments Inc.) ou Promega Glomax Multi Detection System, cada poço contendo 30 μL de 
amostra e 170 μL do reativo de Bradford. 
Para a confecção da curva padrão, 0, 3, 5, 10, 15, 20, e 30 µL de BSA (0,2 mg/mL) 
foram diluídos em 30, 27, 25, 20, 15, 10, e 0 µL de água, respectivamente, de modo que os 
pontos da curva contivessem 0, 0,6, 1, 2, 3, 4, e 6 µg de proteína por poço. Cada ponto da 
curva foi feito em triplicata, e o valor da média dos três pontos foi usado para gerar calcular 
a equação da curva de concentração de proteínas por regressão linear. Curvas com valores 
de R2 superiores a 0,98 foram consideradas suficientemente precisas para estimar a 
concentração de proteínas nas amostras. 
4.8.2. SDS-PAGE 
A eletroforese desnaturante de proteínas foi feita em gel de poliacrilamida 12% ou 
15% (SDS-PAGE), conforme descrito por Laemmli (1970). As amostras contendo proteína 
(tipicamente 10 µL de amostra) foram diluídas em (geralmente 5 µL) tampão de amostra 
desnaturante (60 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% glicerol, 2% SDS, 5% β-mercaptoetanol, 0,02% 
azul de bromofenol), e aquecidas a 90°C por 5 minutos antes de serem aplicadas no gel. As 
amostras foram submetidas a uma diferença de potencial de 180 V por 50 minutos em 
tampão de corrida (3 g/L Tris, 14,4 g/L glicina, 0,1% SDS), e coradas com incubação por 1 h 
em solução corante de azul de Coomassie (50% metanol, 40% água, 10% ácido acético, 
0,55 g/L Brilliant Blue R). O excesso de corante foi removido através de fervura dos géis em 
água ultrapura, seguida de incubação com solução descorante (50% metanol, 40% água, 






TABELA 7 – GÉIS PARA SDS-PAGE 
Gel separador  (12%) (15%) Gel de empilhamento (4%) 
H2O 4,35 mL 3,645 mL H2O 3,162 mL 
Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 2,5 mL 2,5 mL Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 1,3 mL 
SDS 10% 100 µL 100 µL SDS 10% 50 µL 
Acrilamida:bisacrilamida 
29:1, 40% 
3 mL 3,75 mL Acrilamida:bisacrilamida 
29:1, 40% 
487,5 µL 
APS 10% 100 µL 100 µL APS 10% 50 µL 
TEMED 5 µL 5 µL TEMED 10 µL 
 
4.8.3. Eletroforese não desnaturante de proteínas 
A eletroforese não-desnaturante (nativa) de proteínas foi feita em gel de 
poliacrilamida 12%, semelhante ao modo descrito por Bonatto et al. (2007), mas com 
algumas simplificações. A composição dos géis pode ser vista abaixo: 
 
TABELA 8 - GEL PARA ELETROFORESE NATIVA 
Gel separador (12%)  Gel de empilhamento (4%)  
H2O  6,35 mL  H2O  3,162 mL  
Tris-HCl 1,5 M pH 8,8  2,5 mL  Tris-HCl 0,5 M pH 6,8  1,3 mL  
Acrilamida:bisacrilamida 
29:1, 40%  
1 mL  Acrilamida:bisacrilamida 
29:1, 40%  
487,5 μL  
APS 10%  100 μL  APS 10%  50 μL  
TEMED  5 μL  TEMED  10 μL  
 
O tampão de corrida utilizado continha 3 g/L Tris e 14,4 g/L glicina. As corridas 
foram feita por 3 horas a 10 mA (cerca de 100 V) a 4°C. O tampão de amostra utilizado 
continha exclusivamente 25% de glicerol. 
4.8.4. Purificação de variantes de NifA 
Uma variante de NifA construída neste trabalho (his-hs409-417av[xhoI]) foi 
selecionada para purificação. Células de E. coli JM109(λDE3)pRT22 contendo a variante 
his-hs409-417av superexpressa a partir do plasmídeo pAAS1637 foram ressuspendidas em 
10 mL de tampão de lise (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM KCl, 1 mM EDTA, 20% glicerol) e 
rompidas por sonicação em um aparelho Sonicator Ultrasonic Processor XL (Heat Systems), 
com 15 ciclos de 5 segundos de sonicação e 45 segundos de repouso em gelo para evitar o 
aquecimento da amostra. O extrato bruto foi submetido a centrifugação a 15000 x g por 30 
minutos a 4°C em uma centrífuga Hitachi Himac CR21, usando o rotor n° 46. A fração 
solúvel foi injetada manualmente em duas colunas Hitrap Heparin 1 mL (GE Healthcare) 
conectadas in tandem (formando uma coluna de 2 mL) pré-equilibradas com tampão A-hep 
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(50 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM KCl, 10% glicerol). As colunas foram lavadas com 10 mL de 
tampão A-hep e eluídas com um gradiente em degraus de 5, 10, 20 e 100% de tampão B-
hep (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 M KCl, 10% glicerol), coletando frações de volumes 
diferentes. As frações eluídas com 5 a 20% do tampão B, que mostraram-se enriquecidas 
com his-hs-409-417av[xhoI], foram então reunidas e injetadas em uma coluna Hitrap 
Chelating 1 mL (GE Healthcare) mL carregada com íons Co2+ e pré-equilibrada com tampão 
A-co (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM KCl, 10% glicerol). A coluna foi lavada com 5 mL de 
tampão A-co e eluída com um gradiente em degraus de 2 mL de 10, 20, 40 e 100% de 
tampão B-co (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM KCl, 10% glicerol, 1 M imidazol), coletando 
frações de 1 mL. As frações contendo his-hs409-417av[xhoI] purificada foram reunidas e 
utilizadas em ensaios subsequentes. 
4.8.5. Purificação de PII 
A expressão e purificação de GlnK de H. seropedicae seguiram o protocolo descrito 
por Moure et al. (2011), com poucas modificações. As proteínas foram expressas em E. coli 
BL21(λDE3). O pellet de células foi ressuspendido em 20 mL de tampão A-hep (50 mM 
HEPES pH 8,0, 100 mM NaCl), lisadas por sonicação, e o extrato bruto foi aquecido a 70°C 
por 15 minutos. O extrato foi centrifugado a 15000 x g por 30 minutos a 4°C em uma 
centrífuga Hitachi Himac CR21 usando o rotor n° 46. O sobrenadante foi injetado a 1 mL/min 
em uma coluna Hitrap Heparin 5 mL (GE Healthcare). A coluna foi lavada com 5 volumes de 
tampão A-hep, e a proteína foi eluída com um gradiente em degraus de 0, 10%, 20%, 50% e 
100% de tampão B-hep (50 mM HEPES pH 8,0, 1 M NaCl), coletando frações de 2,5 mL. As 
frações foram analisadas por SDS-PAGE, e aquelas que continham a proteína GlnK 
suficientemente pura foram unidas, dialisadas contra tampão de estocagem (50 mM Tris-HCl 
pH 8,0, 50 mM NaCl, 10% glicerol), concentradas por centrifugação através de filtros Amicon 
Ultra (Millipore), e mantidas a 4°C até o uso em ensaios subseqüentes. No caso da 
purificação de hsGlnK K58M, uma modificação ao protocolo foi necessária: esta proteína 
não interage com a resina da coluna de heparina; para purificá-la, utilizou-se uma coluna 
Hitrap DEAE-Sepharose FF 5 mL (GE Healthcare). 
4.8.6. Espectro de dicroísmo circular (CD) 
O espectro de absorção de luz circularmente polarizada de variantes de PII de H. 
seropedicae foi determinado em um equipamento Jasco J-1100 operado com o sistema 
Spectra Manager (Jasco). 
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4.8.7. Uridililação de variantes de GlnK 
A uridililação de proteínas PII foi realizada de acordo com Bonatto et al. (2007), com 
as modificações introduzidas por Oliveira et al. (2015), utilizando a proteína his-GlnD de H. 
seropedicae (GlnD contendo uma cauda de histidinas N-terminal) purificada de acordo com 
Bonatto et al. (2007) e cedida pelo Dr. Marco Aurélio Schüler de Oliveira. As reações foram 
feitas em tampão de uridililação (100 mM Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM KCl, 25 mM MgCl2) e 
continham 0,2 mM ATP, 5 mM 2OG, 5 mM UTP, 300 µM de GlnK, e 1 µM de GlnD, 
geralmente para um volume final de 500 µL. As reações foram incubadas por 60 minutos a 
30°C para garantir máxima uridililação; posteriormente, a proteína GlnD  foi inativada 
através de incubação do sistema a 70°C por 15 minutos. A uridililação das variantes de GlnK 
foi verificada pela mobilidade diferencial das proteínas uridililadas em gel de poliacrilamida 
10% em um experimento de eletroforese não-desnaturante de proteínas. 
4.8.8. Análise de ligação de efetores a PII por calorimetria 
Os experimentos de calorimetria foram realizados de acordo com Oliveira e 
colaboradores (2015). As variantes de GlnK purificadas foram dialisadas contra um tampão 
contendo 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM NaCl, e 10 mM MgCl2; uma amostra do mesmo 
tampão de diálise foi utilizada como controle negativo nos experimentos de ligação. Os 
experimentos em si foram feitos com amostras de 200 µL de solução contendo proteínas PII 
(100 µM, 6 µg/µL) a 20°C no equipamento iTC200 (GE Healthcare). Para cada variante de 
GlnK, foi realizada a titulação de ATP (injeções progressivas de 5 µmol) e 2OG (injeções 
progressivas de 5 µmol) separadamente, e a interação entre proteína e ligante foi deduzida 
pela liberação diferencial de energia térmica em comparação com o calor gerado pela 
diluição de ATP e 2OG nos experimentos controle. Para a verificação da ligação a 2OG às 
proteínas, adicionou-se 3 mM ATP à solução de proteína, visto que a presença de ATP é 
necessária para a ligação de 2OG à proteína GlnK de H. seropedicae (OLIVEIRA et al., 
2015). 
4.8.9. Cromatografia de exclusão de tamanho (SEC) 
Uma coluna Superose 12 10/300 GL (GE Healthcare – 17-5173-01) foi equilibrada 
com tampão (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM KCl) usando o sistema ÄKTA Pure System 
(GE Healthcare) de cromatografia líquida com monitoramento constante da absorbância a 
260 nm na saída da coluna. Quinhentos microlitros de uma amostra de proteína purificada 
foram injetados a 0,5 mL/min. Frações de 0,5 mL foram coletadas sempre que o aparelho 
detectou um pico de absorbância a 260 nm, e as frações foram subseqüentemente 
analisadas por SDS-PAGE. O cromatograma gerado para cada corrida foi analisado com o 
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programa Unicorn 5.1 (GE Healthcare). Para a determinação das massas moleculares das 
proteínas analisadas, foi feita uma curva de calibração com o kit MWGF200 (Sigma), que 
contém 5 proteínas com massa molecular conhecida. 
4.8.10. Ensaios de pull-down 
Os ensaios de pull-down foram feitos usando o kit Promega MagneHis (cat. no. 
V8500). A ligação e a lavagem foram realizadas na presença de tampão A-co (50 mM Tris-
HCl, pH 8,0, 200 mM KCl, 10% glicerol), com os efetores de PII (2 mM 2OG, 3 mM ATP) 
adicionados conforme necessário; a eluição foi realizada com tampão B-co (50 mM Tris-HCl 
pH 8,0, 200 mM KCl, 10% glicerol, 1 M imidazol). Os ensaios consistiram na incubação de 
0,45 μg de hsGlnK ou uma mistura de 0,45 μg de hsGlnK e 0,45 μg de his-hs409-
417av[xhoI] com 50 μL de Magnehis ressuspendida em 200 μL de tampão A-co por 5 
minutos. As amostras foram então lavadas duas vezes com 100 μL de tampão contendo os 
mesmos efetores, eluídas com 50 μL de tampão B-co, e analisadas por SDS-PAGE.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1. AVALIAÇÃO DO EFEITO DE PII SOBRE NifA 
A proteína NifA de H. seropedicae (hsNifA) tem sua atividade de desreprimida pela 
proteína GlnK (hsGlnK) ou pela proteína GlnB de H. seropedicae (hsGlnB), segundo conclui-
se dos resultados de diversos estudos anteriores (MONTEIRO et al., 1999; SOUZA et al., 
2000; NOINDORF et al., 2006). Para detecção de atividade de hsNifA em E. coli, é 
necessária a coexpressão da proteína ativadora (MONTEIRO et al., 1999; STEFANELLO, 
2014). 
Anteirormente (STEFANELLO, 2014), observou-se que a maneira mais confiável e 
reprodutível de se realizar a coexpressão de hsNifA e seus ativadores da família PII requeria 
clonar os dois genes em um vetor de coexpressão (pETDuet1 – anexo 3). Trabalhos 
anteriores envolvendo a coexpressão de fragmentos de hsNifA em E. coli para medição de 
atividade (MONTEIRO et al., 1999b) requeriam a introdução de três plasmídeos compatíveis 
nas células (pRT22 contendo a fusão nifH::lacZ, e dois plasmídeos expressando fragmentos 
de hsNifA / hsNifA e proteínas PII), cada um conferindo resistência a antibióticos distintos; 
porém, é sabido que a presença de muitos genes de resistência (e o gasto energético de 
sobreviver à alta concentração de antibióticos), de alto número de cópias dos plasmídeos e 
a expressão de proteínas heterólogas são prejudiciais ao crescimento de E. coli (BENTLEY 
et al., 1990; BIRNBAUM e BAILEY, 1991; DIAZ e HERNANDEZ, 2000) a ponto de 
inviabilizar o cultivo celular em certas condições. Em nosso laboratório, a presença de três 
plasmídeos diferentes, dois dos quais expressando variantes de hsNifA e PII, levou a um 
crescimento lento de E. coli em placas de LA e ausência de crescimento em meio líquido. 
Em vista disto, preferiu-se adotar o sistema de expressão dual mencionado no início do 
parágrafo. 
Os testes realizados à época demonstraram que proteínas PII de diferentes 
organismos, bem como alguns mutantes de hsGlnK contendo substituições (V52S, D54S, 
Q94L, G108N, D110A), são capazes de ativar hsNifA; dois mutantes de hsGlnK, Y51F e 
G89A (incapazes de sofrer uridililação e de ligar-se a ATP, ADP, e 2OG, respectivamente) 
também foram estudados no mesmo trabalho, e os resultados sugeriram que a interação de 
PII com seus efetores (ATP, ADP e 2OG) é essencial para a ativação de hsNifA, ao passo 
que a uridililação é importante para máxima atividade porém não é absolutamente requerida 
(STEFANELLO, 2014). A deleção do T-loop de hsGlnK (Δ45-54) também impediu a ativação 
de hsNifA, sugerindo que esta região seria importante para a regulação de hsNifA por PII. 
Visando entender melhor o papel da interação de hsGlnK com seus efetores sobre 
a regulação de hsNifA, o presente trabalho relata a construção de um gene para expressão 
de hsGlnK contendo a substituição K58M, que impede a interação com 2OG. O resíduo K58 
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foi caracterizado como sendo essencial para a interação entre GlnZ e 2OG (TRUAN et al., 
2010), e um mutante K58A em GlnJ de R. rubrum é insensível a 2OG (TEIXEIRA et al., 
2008). A capacidade deste mutante de ativar a transcrição da proteína hsNifA foi então 
avaliada em E. coli. As variantes de hsGlnK contendo Y51F, K58M, G89A, e a deleção do T-
loop foram também superexpressas, purificadas e caracterizadas in vitro em busca de 
explicações para os fenótipos observados. 
Durante a purificação de hsGlnK Y51F, constatou-se que os plasmídeos utilizados 
para sua expressão possuem, sem exceção, uma deleção integral do códon de parada, que 
leva à expressão de uma proteína de fusão entre hsGlnKY51F e a seqüência 
GSEFELRRQACGRTRAPPPPPLRSGC* (em pET29a) ou 
GSEFELGAPAGRQACGRIMLKSNRK* (em pETDuet1). A descoberta deste problema 
colocou em dúvida todos os resultados obtidos anteriormente com esta construção, e trouxe 
a necessidade de reconstruir o plasmídeo em questão. 
Além disso, duas novas variantes de PII (GlnK de A. vinelandii e hsGlnK H42Q) 
foram avaliadas quanto a sua capacidade de ativar hsNifA em E. coli, e os resultados 
obtidos foram somados aos que já se possuía a respeito de GlnB de H. seropedicae, A. 
brasilense e E. coli, GlnK de H. seropedicae e GlnZ de A. brasilense para tentar localizar a 
superfície de interação entre PII e hsNifA. 
5.1.1. Construção de plasmídeos para coexpressão de NifA e variantes de PII 
5.1.1.1. Construção de um plasmídeo para a coexpressão de hsNifA e avGlnK 
O plasmídeo pYZ1 (LITTLE et al, 2000), que contém o gene glnK de A. vinelandii 
(av glnK) inserido entre os sítios NdeI e BamHI de pT7-7, foi digerido com estas mesmas 
enzimas para liberação do inserto; o gene av glnK obtido foi clonado em pET29a, também 
digerido com NdeI/BamHI, gerando o plasmídeo pAAS1509. pAAS1509 foi então digerido 
com as enzimas XbaI/BamHI, e o fragmento contendo o gene av glnK e a região promotora 
de pET29a foi ligado ao plasmídeo DNifA digerido com as mesmas enzimas, gerando o 
plasmídeo pAAS1532. pAAS1532 pode ser usado para expressão avGlnK e hsNifA em E. 
coli, cada qual a partir de seu próprio promotor T7/lacO. 
 
5.1.1.2. Construção dos plasmídeos para coexpressão de NifA e mutantes pontuais 
de hsGlnK 
Variantes do gene glnK de H. seropedicae (hs glnK) contendo as substituições 
K58M e Y51F foram obtidas por PCR com oligonucleotídeos mutagênicos. 
Para a construção de plasmídeos para a expressão de hsGlnK K58M, o plasmídeo 
pEMB200 (BONATTO et al., 2000) foi usado como DNA molde para dois sistemas de PCR: 
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um contendo os primers T7F grd e hsGlnK K58M r, e o outro contendo os primers hsGlnK 
K58M f e T7term grd. O sucesso da amplificação foi confirmado por eletroforese de DNA. 
Meio microlitro de cada uma das reações supracitadas foi usado como DNA molde para uma 
nova reação de PCR contendo os primers T7F grd e T7trem grd, em um volume final de 25 
μL. O produto desta reação foi ligado diretamente a pTZ57R/T e transformado em E. coli 
TOP10. Colônias que apresentaram cor branca quando cultivadas em LA + Ap na presença 
de Xgal tiveram seus plasmídeos extraídos e avaliados por restrição com XbaI/BamHI; um 
plasmídeo contendo um fragmento de tamanho correto foi selecionado e seqüenciado para 
confirmar a presença do inserto correto com somente a mutação causadora de K58M em 
hsGlnK. Este plasmídeo foi denominado pAASHsglnKK58MTZ. pAASHsglnKK58MTZ foi 
digerido com as enzimas NdeI e BamHI, e o inserto contendo o gene hs glnK K58M foi 
transferido para pET29a digerido com as mesmas enzimas, gerando o plasmídeo 
pAASHsglnKK58M29. pAASHsglnKK58M29 foi então digerido com as enzimas XbaI e 
BamHI, e o inserto contendo o gene hs glnK K58M foi transferido para DNifA cortado com as 
mesmas enzimas, gerando o plasmídeo HsglnKK58MDNifA. HsglnKK58MDNifA expressa 
hsGlnK K58M e hsNifA em E. coli, cada qual a partir de seu próprio promotor T7/lacO. 
Para a construção de novo de plasmídeos para a expressão de hsGlnK Y51F, o 
plasmídeo pEMB200 foi DNA molde para dois sistemas de PCR: um contendo os primers 
T7F grd e GlnKY51R, e o outro contendo os primers GlnKY51F e T7term grd. O sucesso da 
amplificação foi confirmado por eletroforese de DNA. Meio microlitro de cada uma das 
reações supracitadas foi usado como DNA molde para uma nova reação de PCR contendo 
os primers T7F grd e T7trem grd, em um volume final de 25 μL. O produto desta reação foi 
ligado diretamente a pTZ57R/T e transformado em E. coli TOP10. Colônias que 
apresentando cor branca quando cultivadas em LA + Ap na presença de Xgal tiveram seus 
plasmídeos extraídos e avaliados por restrição com XbaI/BamHI; um plasmídeo contendo 
um fragmento de tamanho correto foi selecionado e seqüenciado para confirmar a presença 
do inserto correto com somente a mutação causadora de Y51F em hsGlnK (especial 
atenção foi dada à presença do códon de parada desta vez). Este plasmídeo foi 
denominado pAASHsglnKY51FTZend. pAASHsglnKY51FTZend foi digerido com as enzimas 
NdeI e BamHI, e o inserto contendo o gene hs glnK Y51F foi transferido para pET29a 
digerido com as mesmas enzimas, gerando o plasmídeo pAASHsglnKY51F29end. 
pAASHsglnKY51F29end foi então digerido com as enzimas XbaI e BamHI, e o inserto 
contendo o gene hs glnK Y51F foi transferido para DNifA cortado com as mesmas enzimas, 
gerando o plasmídeo HsglnKY51FendDNifA. HsglnKY51FendDNifA expressa hsGlnK Y51F 
e hsNifA em E. coli, cada qual a partir de seu próprio promotor T7/lacO. 
Para a construção de plasmídeos para a expressão de hsGlnK H42Q, o plasmídeo 
pEMB200 (BONATTO et al., 2000) foi amplificado em dois sistemas de PCR: um contendo 
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os primers T7F grd e hsglnK H42Q rev, e o outro contendo os primers hsglnK H42Q fwd e 
T7term grd. Meio microlitro de cada uma das reações foi usado como DNA molde para uma 
nova reação de PCR contendo os primers T7F grd e T7trem grd, em um volume final de 25 
μL. O produto desta reação foi purificado, digerido com as enzimas NdeI e BamHI, e ligado a 
pET29a cortado com as mesmas enzimas. A ligação foi transformada em E. coli TOP10. 
Colônias que apresentaram cor branca quando cultivadas em LA + Ap na presença de Xgal 
tiveram seus plasmídeos extraídos e avaliados por restrição com XbaI/BamHI, e um 
plasmídeo contendo um fragmento de tamanho correto foi  seqüenciado para confirmar a 
presença do inserto correto e a presença de somente a mutação desejada. Este plasmídeo 
foi denominado pAAS1508. pAAS1508 foi digerido com as enzimas XbaI e BamHI, e o 
inserto contendo o gene av glnK foi transferido para DNifA digerido com as mesmas 
enzimas, gerando o plasmídeo pAAS1532. pAAS1532 expressa avGlnK e hsNifA em E. coli, 
cada qual a partir de seu próprio promotor T7/lacO. 
5.1.2. Avaliação da ativação de hsNifA por variantes de hsGlnK em E. coli 
A atividade da proteína hsNifA quando coexpressa com as novas variantes de 
hsGlnK foi estimada por meio de ensaios de atividade de β-galactosidase. Células de E. coli 
JM109(λDE3) contendo o plasmídeo-repórter pRT22 (nifH::lacZ) foram transformadas com 
os plasmídeos DN185, DNifA, HsglnKDNifA, HsglnKY51FendDNifA, HsglnKK58MDNifA, 
HsglnKG89ADNifA, HsdeltaTglnKDNifA. Os transformantes foram cultivados na ausência ou 
presença de 20 mM NH4Cl conforme descrito na seção 4.5.4 (p. 82), para a realização dos 





Figura 12 - Atividade de β-galactosidase detectada em culturas expressando hsNifA e 
variantes de hsGlnK sob alta indução. 
As células foram cultivadas sob uma atmosfera anóxica por 6 h a 30°C em meio NFDM suplementado 
com 0,02% casaminoácidos e 500 μM de IPTG (para induzir fortemente a expressão das proteínas). 
Δ(1-185)NifA é uma variante de NifA que não possui os primeiros 185 resíduos de aminoácidos que 
constituem o domínio GAF, e sua atividade não é inibida por íons amônio (STEFANELLO, 2011). Os 
resultados constituem a média de ao menos três experimentos. O controle negativo (-) corresponde a 
E. coli JM109(λDE3)pRT22 sem outros plasmídeos. As demais células continham os plasmídeos 
DN185, DNifA, HsglnKDNifA, HsglnKY51FendDNifA, HsglnKK58MDNifA, HsglnKG89ADNifA, e 
HsdeltaTglnKDNifA, respectivamente. 
Como já observado anteriormente (STEFANELLO, 2014), a ativação de hsNifA por 
hsGlnK em E. coli é detectada tanto na presença como na ausência de amônio, diferente do 
que se observa H. seropedicae com o emprego do mesmo gene repórter (STEFANELLO, 
2011), e diferente do que é esperado para que este sistema de regulação funcione no 
organismo original. Esta alta atividade na presença de amônio provavelmente ocorre devido 
ao alto nível de expressão de PII e hsNifA neste sistema reconstruído E. coli. Na presença 
de 500 μM de IPTG, os promotores T7/lacO de pETDuet1 promovem níveis de expressão 
presumivelmente muito mais altos do que os obtidos pelos promotores nativos de nifA e 
glnK. Esta alta expressão, que leva à acumulação de hsNifA e hsGlnK no citoplasma de E. 
coli, pode ser responsável por levar formas menos ativadoras de GlnK a ativarem uma 
quantidade detectável de hsNifA mesmo na presença de amônio. A alta expressão a partir 
de T7/lacO é também independente de amônio, o que por si só introduz uma diferença no 
sistema existente em H. seropedicae: neste organismo, a transcrição glnK é reprimida na 
presença de amônio (NOINDORF et al., 2005), de modo que há menos proteína PII total 
disponível no citoplasma de H. seropedicae cultivado a 20 mM de amônio do que em 
ausência de amônio. Além disso, na presença de amônio, acredita-se que maioria das 








































NifA (HUERGO et al., 2010); nada disso ocorre no sistema reconstruído em E. coli, no qual 
não há controle transcricional mediado por amônio dos níveis hsGlnK. Apesar do 
comportamento diferente do observado em H. seropedicae, nosso modelo de atividade de E. 
coli diferencia de forma confiável NifA ativa e inativa, e evidencia com clareza as diferenças 
de fenótipo entre os mutantes de hsGlnK. 
A hipótese de que a ativação de hsNifA na presença de amônio seria fruto do alto 
nível de expressão é reforçada pela observação de que esta ativação é reduzida na 
ausência do indutor IPTG (STEFANELLO, 2014), ao passo que a ativação na ausência de 
amônio mantém-se mais elevada; a figura 13 mostra um experimento semelhante ao 
descrito na figura 12, diferindo apenas na ausência do indutor IPTG: 
 
Figura 13 - Atividade de β-galactosidase detectada em culturas expressando hsNifA e 
variantes de hsGlnK sob ausência de indução. 
As células foram cultivadas sob uma atmosfera anóxica por 6 h a 30°C em meio NFDM suplementado 
com 0,02% casaminoácidos, sem adição de IPTG. Δ(1-185)NifA, a variante de NifA que não possui 
os primeiros 185 resíduos de aminoácidos que constituem o domínio GAF, é muito pouco ativa na 
ausência de indução. Os resultados constituem a média de ao menos três experimentos. O controle 
negativo (-) corresponde a E. coli JM109(λDE3)pRT22 sem outros plasmídeos. As demais células 
continham os plasmídeos DN185, DNifA, HsglnKDNifA, HsglnKY51FendDNifA, HsglnKK58MDNifA, e 
HsglnKG89ADNifA, respectivamente. 
Os dois experimentos realizados conduzem às seguintes observações: 
1. Como previamente relatado, a proteína hsNifA expressa isoladamente em E. coli não é 
capaz de ativar a transcrição de nifH::lacZ, embora a proteína GlnB de E. coli seja 
capaz de ativar NifA (STEFANELLO, 2014; ver também seção 5.1.7). É provável que a 
concentração mínima de PII para induzir a ativação de hsNifA seja maior do que a 










































2. A proteína Δ(1-185)NifA apresenta alta atividade quando superexpressa, e nenhuma na 
ausência de indução; esta proteína é bastante ativa quando superexpressa, mas 
possivelmente não é muito estável em E. coli. 
3. Como também previamente reportado, hsGlnK G89A e Δ(45-54)hsGlnK são incapazes 
de ativar NifA em quaisquer das condições testadas, mesmo quando superexpressas. É 
provável que a incapacidade de ligação a ATP, ADP e 2OG seja responsável pelo 
fenótipo da primeira, ao passo que se supõe que a perda de resíduos do T-loop na 
segunda cause dificuldades na interação com hsNifA. 
4. hsglnK K58M possui uma capacidade residual de ativar hsNifA quando superexpressa 
em baixa concentração de amônio, mas somente nesta condição; no geral, é bem clara 
a drástica redução de sua eficiência em ativar hsNifA, indicando que a de PII interação 
com 2OG é de grande importância para a transmissão do sinal ativador. 
5. A nova construção de hsGlnK Y51F, por fim, possui essencialmente a mesma 
capacidade de ativação de hsNifA que hsGlnK selvagem – sugerindo que, diferente do 
que ocorre em outros organismos próximos de H. seropedicae (ARAÚJO et al., 2004; 
ZHANG et al., 2001), a uridililação de hsGlnK não tem efeito direto sobre a regulação de 
hsNifA por PII.  
Considerando os pontos levantados, os resultados dos experimentos em E. coli 
sugerem um modelo de regulação em que a interação de hsGlnK com ATP/ADP é 
essencial, e a interação com 2OG é o evento principal a dirigir a ativação de hsNifA; isto 
porque a proteína hsGlnK G89A, incapaz de ligar-se a ATP ou 2OG, revelou-se incapaz de 
ativar NifA em quaisquer condições testadas, indicando que a interação com os efetores é 
absolutamente essencial para sua função. A grande limitação da capacidade de hsGlnK 
K58M em ativar hsNifA sugere que a interação com 2OG é principal responsável por alterar 
a conformação de hsGlnK de sua forma não-ativadora para ativadora. O papel dominante de 
2OG na ativação de NifA é confirmado pelo fenótipo de hsGlnK Y51F, a variante de hsGlnK 
incapaz de sofrer uridililação. Em contraste com a impossibilidade de ligação a 2OG, a 
impossibilidade de uridililação de hsGlnK parece não ter efeitos negativos diretos sobre a 
ativação de hsNifA.  
5.1.3. Purificação de variantes de GlnK de H. seropedicae 
A fim de confirmar os fenótipos esperados para as mutações K58M, G89A, e Δ(45-
54) de hsGlnK, procedeu-se com a purificação destas proteínas para caracterização de 
algumas de suas propriedades in vitro.  
Os plasmídeos pETHsglnB, pEMB200, pAASHsglnKK58M29, pAASHsglnKG89A29, 
e pAASHsdeltaTglnK29 (codificando para hsGlnB, hsGlnK, hsGlnK K58M, hsGlnK G89A, e 
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hsGlnK Δ(45-54), respectivamente) foram transformados em E. coli BL21(λDE3). A 
expressão das proteínas foi realizada conforme descrito na seção 4.5.5 (p. 83). A purificação 
foi realizada conforme descrito em 4.8.5 (p. 97). O grau de pureza das proteínas após os 
procedimentos de purificação foi estimado visualmente após análise por SDS-PAGE, e 
considerado satisfatório (figura 14). A concentração das proteínas após os procedimentos 
de purificação e concentração manteve-se em torno de 10 mg/mL. 
 
Figura 14 - Purificação de hsGlnB, hsGlnK, hsGlnK K58M, hsGlnK G89A, e hsGlnK Δ(45-54). 
Meio microlitro de cada proteína purificada foi analisado por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 
12%. A eletroforese ocorreu por 1 hora a 180V. MW, marcador de massa molecular de proteínas 
(LMW, GE Healthcare cat. no. 17044601). Todas as proteínas apresentam o peso molecular 
esperado (abaixo de 14 kDa), e o tamanho menor de Δ(45-54)hsGlnK pode ser facilmente percebido. 
Os valores à esquerda representam a massa das bandas do marcador de massa molecular em 
kiloDaltons. 
5.1.4. Dicroísmo circular de variantes de PII 
Inicialmente, as proteínas purificadas foram analisadas quanto a seu espectro de 
absorção de ondas eletromagnéticas circularmente polarizadas entre 190 e 300nm. Os 
diferentes motivos da estrutura secundária de proteínas (α-hélice, folha-β, e regiões de baixa 
estruturação) possuem padrões característicos de absorção nessa faixa, e o espectro de 
absorção de uma determinada proteína é, a grosso modo, o somatório da absorção de suas 
regiões de estrutura secundária (GREENFIELD, 2006). Embora seja difícil fazer qualquer 
inferência a partir de um espectro isolado, experimentos de dicroísmo circular são úteis para 
comparar proteínas que se acredita serem estruturalmente semelhantes; caso diferenças 
pequenas na seqüência de aminoácidos levem a grandes alterações na estrutura 
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secundária, é possível detectar diferenças no padrão de absorção dos diferentes 
comprimentos de onda. 
Para avaliar se as mutações introduzidas em hsGlnK geraram modificações 
significativas na estruturação da proteína (o que poderia explicar a dificuldade das proteínas 
contendo K58M e G89A em ativar NifA), as proteínas purificadas foram dialisadas contra um 
mesmo tampão de análise (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 20 mM NaCl) e analisadas quanto a seu 
padrão de absorção em um equipamento Jasco J-1100, operado com o sistema Spectra 
Manager. Uma sobreposição das curvas de absorção pode ser vista na figura 15: 
 
 
Figura 15 – Espectro de dicroísmo circular de hsGlnB, hsGlnK K58M, hsGlnK G89A, e hsGlnK 
Δ(45-54) entre 190 e 300nm. 
Observa-se que as curvas de dicroísmo circular de hsGlnB, hsGlnK K58M, e 
hsGlnK G89A são praticamente coincidentes, indicando que as substituições K58M e G89A 
em hsGlnK não levaram geraram mudanças estruturais significativas – o que sugere que 
seu fracasso em ativar hsNifA não resulta de alterações na estrutura da proteína, reforçando 
a hipótese de que a incapacidade de ligação a efetores seria a explicação para o fenótipo 
observado nos experimentos em E. coli. A variante de hsGlnK Δ(45-54), por sua vez, 
apresentou um espectro diferente das demais proteínas, o que é consistente com a extensa 
modificação causada pela remoção dos 10 resíduos que constituem a região pouco 
estruturada do T-loop. 



























estimativa da densidade das bandas), conforme já observado em GlnB de E. coli contendo 
esta mesma mutação (JIANG, ZUCKER, e NINFA, 1997); a incapacidade de interagir com 
ATP e 2OG possivelmente impede-a de atingir a conformação mais favoravel para tornar-se 
substrato de GlnD. Note-se, porém que a incapacidade de ligar-se aos efetores não impede 
a proteína de formar a estrutura trimérica característica das proteínas PII, como evidenciado 
pela formação de uma banda específica com o padrão de migração esperado para PII-
UMP0. 
A variante de hsGlnK K58M mostrou-se capaz de sofrer uridililação parcial por GlnD 
(analisando-se o padrão de migração, a maioria das unidades adquiriu aparenta ter 
adquirido duas unidades de UMP); uma análise densitométrica das bandas permtiu estimar 
que 20% dos trímeros continham um monômero uridililado, 50% continham dois, e 30% 
continham três. Mesmo uma incubação prolongada não conduziu à uridililação total de todos 
os monômeros de hsGlnK K58M, diferentemente do que se vê com hsGlnK, mas 
semelhante ao que se observa em outras variantes de GlnB em E. coli (JIANG, PELISKA e 
NINFA, 1998); porém, sua incapacidade de interação com 2OG não impediu a uridililação na 
mesma extensão em que a substituição G89A o fez. As razões para este fenótipo 
possivelmente envolvem uma interação não caracterizada entre 2OG e a proteína GlnD de 
H. seropedicae, e estão em estudo em outro trabalho (Marco Aurélio Schuler de Oliveira, 
comunicação pessoal). 
5.1.6. Capacidade de ligação a efetores de variantes de PII 
Para confirmar os fenótipos esperados para hsGlnK K58M (incapacidade de 
interação com 2OG) e hsGlnK G89A (incapacidade de interação com ATP e 2OG), ambas 
as proteínas foram submetidas a experimentos de detecção de ligação a efetores por 
calorimetria. A adição de quantidades conhecidas de um ligante a uma solução de proteína 
gera alteração na energia térmica do sistema, que pode ser detectada como pequenas 
variações na temperatura da solução através de um equipamento suficientemente sensível. 
A adição de quantidades conhecidas de ligante permite a construção de uma curva de 
afinidade e estimativa da constante de dissociação de uma determinada proteína pelo 
ligante avaliado. A afinidade das proteínas PII de H. seropedicae por ATP, ADP e 2OG já foi 
extensamente caracterizada (OLIVEIRA et al., 2015), facilitando a comparação das curvas 
obtidas com os experimentos envolvendo as variantes de hsGlnK. 
Os experimentos foram realizados em um aparelho iTC200 (GE Healthcare) 
conforme descrito na seção 4.8.8 (p. 98). Conforme esperado, hsGlnK K58M foi incapaz de 









Figura 18 - Gráficos obtidos dos experimentos de ligação de ATP a hsGlnK, hsGlnK K58M, e hsGlnK 
Δ(45-54), na ausência de outros efetores. 
A rápida saturação da curva variação de energia térmica nos experimentos com hsGlnK e hsGlnK 
K58M indica sua alta afinidade por ATP (calculada para os três sítios como Kd1 = 3,4 µM, Kd2 = 50,5 
µM, e Kd3 = 166,7 µM por OLIVEIRA et al., 2015); a lenta saturação da curva de Δ(45-54)hsGlnK 
indica sua afinidade mais baixa por ATP. 
Observa-se que a proteína hsGlnK K58M possui essencialmente a mesma 
afinidade por ATP que a proteína hsGlnK selvagem, conforme se esperava – indicando que 
o fenótipo observado para esta proteína não decorre de dificuldades na interação com ATP, 
mas sim de deficiências na ligação de 2OG. A proteína hsGlnK Δ(45-54), por outro lado, 
apresenta uma clara deficiência na interação com ATP. Embora não seja completamente 
incapaz de ligar-se a este efetor (como hsGlnK G89A), a baixa afinidade desta proteína por 
ATP é evidente, e é uma possível explicação para a completa perda da capacidade de ativar 
hsNifA mesmo se o T-loop não estiver envolvido na interação proteína-proteína. 
5.1.7. Avaliação da ativação de NifA por diversas proteínas PII em E. coli 
Previamente (STEFANELLO, 2014), o sistema de coexpressão de NifA e PII em E. 
coli havia sido utilizado para avaliar a capacidade de ativar hsNifA de proteínas PII de 
diferentes organismos. Constatou-se que hsNifA não exige uma única proteína PII 
específica, podendo ser ativada por GlnB e GlnK de H. seropedicae, GlnB de A. brasilense 
(abGlnB), GlnB de E. coli (ecGlnB), e uma quimera de GlnB e GlnZ de A. brasilense 
contendo os resíduos 1-91 de abGlnB e 92-112 de abGlnZ (abGlnBZ1). A ativação de 
hsNifA por hsGlnB não ocorre em condições fisiológicas em H. seropedicae, mas pode 
ocorrer com a expressão heteróloga de hsGlnB a partir do promotor de glnK em um mutante 
glnK- (NOINDORF et al., 2011), indicando que, em termos de ativação de hsNifA, a 
diferença entre hsGlnB e hsGlnK é simplesmente a diferença entre alta e baixa 
concentração de PII no citoplasma. Esta hipótese é corroborada pela inatividade de hsNifA 
em E. coli, embora ecGlnB seja perfeitamente capaz de ativar hsNifA (STEFANELO, 2014); 


























os níveis intracelulares de ecGlnB, presumivelmente, não são elevados o suficiente para 
permitir a ativação de hsNifA na ausência de expressão heteróloga. É possível que hsNifA 
possua baixa afinidade por seu ativador (PII), requerendo expressão vigorosa para que se 
observe ativação transcricional. 
A ativação de NifA por PII somente não foi observada durante a coexpressão com 
GlnZ de A. brasilense (abGlnZ), com uma quimera contendo os resíduos 1-48 de abGlnZ e 
49-112 de abGlnB (abGlnZB1), e com variantes de PII com deleções do T-loop (Δ45-54). A 
estes dados, adiciona-se aqui os resultados obtidos com a coexpressão de avGlnK e de 
hsGlnK H42Q com hsNifA.  
Células de E. coli JM109(λDE3) contendo o plasmídeo-repórter pRT22 (nifH::lacZ) 
foram transformadas com os plasmídeos DN185, DNifA, HsglnBDNifA, HsglnKDNifA, 
EcglnBDNifA, AbGlnBDNifA, AbdeltaTGlnBDNifA, AbGlnZDNifA, AbB91ZDNifA, 
AbZ48BDNifA, pAAS1532, e pAAS1516. Os transformantes foram cultivados em condição 
de baixo (0 mM NH4Cl) ou alto (20 mM NH4Cl) amônio conforme descrito na seção 4.5.4 (p. 
82) para a realização dos ensaios de atividade enzimática. Os resultados são mostrados na 
figura abaixo: 
 
Figura 19 - Atividade de β-galactosidase detectada em culturas de E. coli JM109(λDE3)pRT22 
expressando hsNifA e variantes de hsGlnK em baixa indução. 
As células foram cultivadas sob uma atmosfera anóxica por 6 h a 30°C em meio NFDM suplementado 
com 0,02% casaminoácidos e 5μM de IPTG (para induzir moderadamente a expressão das 
proteínas). Δ(1-185)NifA é uma variante de NifA que não possui os primeiros 185 resíduos de 
aminoácidos que constituem o domínio GAF, e sua atividade não é inibida por íons amônio. Os 
resultados constituem a média de ao menos três experimentos. O controle negativo (-) corresponde a 
E. coli JM109(λDE3)pRT22 sem outros plasmídeos. As demais células continham os plasmídeos 
DN185, DNifA, HsglnBDNifA, HsglnKDNifA, EcglnBDnnifA, AbGlnBDNifA, AbdeltaTGlnBDNifA, 






















Tanto avGlnK quanto hsGlnK H42Q foram capazes de ativar hsNifA na mesma 
intensidade que hsGlnK e outras proteínas PII, revelando que o resíduo 42 não é essencial 
para a discriminação de abGlnZ por hsNifA, e que as diferenças de seqüência entre avGlnK 
e hsGlnK – tal qual as diferenças entre hsGlnK e hsGlnB, abGlnB, e ecGlnB – não são 
relevantes para o fenótipo de ativação de hsNifA. 
5.1.8. Busca por resíduos relevantes para a ativação de NifA por PII 
Considerando que (1) as divergências na seqüência de aminoácidos de GlnK de H. 
seropedicae e A. vinelandii, e de GlnB de H. seropedicae, A. brasilense, e E. coli não são 
relevantes para a ativação de NifA; (2) a divergência entre as cinco proteínas 
supramencionadas e GlnZ de A. brasilense é provavelmente relevante e explicativa para a 
incapacidade de abGlnZ ativar hsNifA; e (3) os resíduos de aminoácidos relevantes 
provavelmente localizam-se entre os primeiros 48 resíduos de PII, uma vez que a proteína 
quimérica abGlnZB1 foi tão incapaz quanto abGlnZ de ativar hsNifA, foi feito um 
alinhamento das seqüências de aminoácidos das seis proteínas analisadas, visando 
localizar possíveis resíduos diferenciais entre abGlnZ e as demais proteínas PII que 
pudessem justificar a inatividade da primeira com relação a hsNifA. O resultado do 
alinhamento pode ser visto na figura 20: 
 
Figura 20 - Alinhamento de hsGlnB, hsGlnK, abGlnB, abGlnZ, ecGlnB, e avGlnK. 
abGlnZ, a única das seis proteínas PII incapaz de ativar NifA, é a segunda proteína do alinhamento. 
―Consensus‖ refere-se à seqüência consenso entre as seis proteínas, evidenciando os resíduos que 
são idênticos em todas elas. As posições em que o resíduo presente em abGlnZ é diferente daquele 
presente em qualquer uma das outras proteínas do alinhamento estão marcadas com um asterisco (* 
- posições 5, 21, 22, 23, 31, 42, 45, 52, 54, 61, 66, 70, 94, 96, 108, 109, e 110). Alinhamento gerado 
no programa MEGA5, imagem gerada no programa BioEdit. 
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A famíla PII é bastante conservada em Proteobacteria, e as seis proteínas 
alinhadas possuem 54% de identidade (61/112). Dentre as posições em que há divergência, 
em 17 das 51 (33%) a proteína abGlnZ possui um resíduo único, não compartilhado com 
nenhuma das demais cinco proteínas. Sete destes resíduos (5, 21, 22, 23, 31, 42, e 45) 
localizam-se anteriormente ao resíduo 48, e entre eles possivelmente encontram-se um ou 
mais resíduos essenciais para a ativação de hsNifA por PII. Destes, o resíduo 42 pode 
seguramente ser desconsiderado, uma vez que se observou que hsGlnK H42Q possui 
comportamento idêntico a hsGlnK selvagem. 
Os 17 resíduos em que abGlnZ diverge de todas as cinco outras proteínas PII 
analisadas foram localizados na estrutura cristalográfica de GlnZ de A. brasilense (PDB 
3MHY, TRUAN et al., 2010), e estão mostrados na figura 21. Os sete resíduos diferenciais 
localizados a montante do resíduo 48 estão mostrados em magenta, e os dez resíduos a 









alterações do fenótipo de ativação de hsNifA. Estes dados sugerem que a superfície de 
interação entre PII e hsNifA poderia estar localizada ou na lateral do trímero de PII, ou na 
superfície superior; mas provavelmente não na face inferior do trímero. 
5.1.9. Mutagênese aleatória de GlnK 
O trabalho de obtenção de mutantes aleatórios de GlnK com reduzida capacidade 
de ativar NifA também foi iniciado durante meu trabalho de mestrado (STEFANELLO, 2014), 
no qual se havia identificado nove mutantes pontuais. A continuação deste trabalho permitiu 
identificar 18 mutantes pontuais adicionais. 
O método de seleção de mutantes aleatórios baseia-se na capacidade de hsNifA de 
ativar a transcrição de nifH::lacZ somente se ativada por PII. Quando hsNifA e hsGlnK são 
expressas em células de E. coli contendo a fusão nifH::lacZ, a ativação de hsNifA por PII 
leva à transcrição da enzima β-galactosidase, cuja atividade pode ser quantificada em 
culturas líquidas de E. coli ou observada visualmente em colônias de E. coli cultivadas em 
meio sólido contendo Xgal. A degradação de Xgal pela β-galactosidase e a posterior 
oxidação do produto de degradação levam a colônia a adquirir cor azul. Inversamente, a 
ausência de hsGlnK ou a presença de uma variante inativa de hsGlnK conduzem à 
inatividade de hsNifA, com conseqüente ausência de atividade de β-galactosidase, tornando 
a colônia branca mesmo na presença de Xgal. Deste modo, células contendo hsGlnK 
selvagem e hsGlnK com mutações que a tornam incapaz de ativar hsNifA podem ser 
distinguidas em placas de Petri.  
Para a realização do experimento de mutagênese aleatória, o plasmídeo pEMB200 
foi usado como DNA molde para uma reação de PCR de baixa fidelidade empregando os 
primers T7F grd e T7term grd (ver seção 4.7.4, p. 89). O produto de PCR obtido foi digerido 
com as enzimas XbaI e BamHI, e ligado ao plasmídeo HsglnKDNifA cortado com as 
mesmas enzimas. O produto da ligação foi transformado em E. coli JM109(λDE3) pRT22. As 
colônias resultantes foram riscadas em LA contendo cloranfenicol, ampicilina, Xgal e 5 μM 
IPTG. Uma vez que a proteína hsGlnK intacta ativa a proteína hsNifA nessas condições, 
plasmídeos contendo a cópia selvagem de glnK ou genes com mutações irrelevantes 
levariam as células a adquirir coloração azul (oriunda da atividade de β-galactosidase 
transcrita por hsNifA a partir da fusão nifH::lacZ); por isso, selecionou-se colônias brancas 
ou azul-claras para análise, pois eram estas as colônias que tinham chance de conterem 
plasmídeos com mutações inativadoras de PII (dito de outra forma, neste experimento, 
buscou-se por mutações que gerassem perda de função de hsGlnK, avaliada através da 
perda de atividade de hsNifA, medida pela ausência de atividade de β-galactosidase). 
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As colônias de interesse foram inoculadas em meio LB para extração de 
plasmídeos e para avaliação da atividade de β-galactosidase sob condições de 
superexpressão. Os plasmídeos foram seqüenciados com o primer DuetDOWN1. 
Eventualmente, dentre mais de 3000 colônias avaliadas, encontrou-se um total de 
27 mutações pontuais distintas de hsGlnK que diminuíram ou aboliram a capacidade de 
ativação de NifA. As substituições identificadas e os valores médios obtidos dos 
experimentos de β-galactosidase em meio líquido de cada mutante são apresentados na 
tabela 9. Valores em negrito indicam níveis de atividade semelhantes às do controle 
positivo (hsGlnK + hsNifA), e valores sublinhados indicam atividade inferior à do controle 
positivo, porém superior à do controle negativo.  
TABELA 9 – MUTANTES INATIVADORES DE hsGlnK 
Substituição Atividade 









Observações quanto à estrutura Outras observações 
[Controle 
negativo]1 
12,07 20,97   
[Controle 
positivo]2 
1000,43 1688,69   
M1V 811,24 2090,44 Exposto na superfície inferior  
K2E 23,41 401,74 Exposto na superfície inferior  
L3P 8,18 91,21 Não exposto  
I4N 3,91 13,74 Não exposto  
I4T 11,53 211,08 Não exposto  
I4T G84D 8,14 61,51 Resíduo 4 não-exposto; G84D em 
um loop próximo ao sítio de 
ligação a efetores  
Mutante simples I4T 
disponível 
T5R D54G 14,23 17,86 Resíduo 5 não exposto; resíduo 
54 exposto no T-loop 
D54N disponível em 
outro mutante 
P10L 23,48 458,48 Exposto na superfície superior; 
presente no início de uma α-hélice 
P10S disponível em 
outro mutante 
P10S 46,72 231,27 Exposto na superfície superior; 
presente no início de uma α-hélice 
P10L disponível em 
outro mutante 
D14G 13,51 72,12 Exposto na superfície superior; 
presente em uma α-hélice 
 
G27S 5,95 33,49 Não exposto, presente em um 
loop 
 
T29A 13,89 925,18 Não exposto, localizado em folha 




sítio de interação com efetores 
E32G 47,46 603,66 Exposto na superfície superior, 
em motivo de folha beta 
 
K34E 17,54 2,92 Exposto na superfície superior, 
localizado em folha beta; cadeia 
lateral voltada para o solvente 
 
G35S3 6,12 27,71 Não exposto, parte do sítio de 
ligação a efetores 
 
G35D 6,26 12,87 Não exposto, parte do sítio de 
ligação a efetores 
 
F36L 15,93 34,88 Não exposto, parte do sítio de 
ligação a efetores 
 
G41S 14,51 26,49 Exposto na superfície superior, 
em um loop; possível interação 
com 2OG 
 
G41S K58R 0,00 0,00 Exposto na superfície superior, 
em um loop; possível interação 
com 2OG 
G41S disponível em 
outro mutante; K58 é 
um resíduo crucial para 
interação com 2OG 
D54N 43,32 35,64 Exposto no T-loop Mutação D54S não 
provoca alteração de 
fenótipo em hsGlnK 
F55L 396,46 985,78 Exposto no T-loop  
E75G3 806,04 980,39 Exposto na face lateral; resíduo 
75 faz parte de uma α-hélice 
 
K85M 32,52 789,77 Exposto na face lateral superior, 
em um loop 
 
D88G 5,00 302,81 Não exposto, parte do sítio de 
ligação a efetores, presente em 
um loop 
 
D88N 4,31 272,73 Não exposto, parte do sítio de 
ligação a efetores, presente em 
um loop 
 
K90E3 12,54 14,64 Não exposto, parte do sítio de 
ligação a efetores, presente em 
início de folha beta 
 
V99E 238,97 1060,47 Não exposto, parte do sítio de 
ligação a efetores, presente em 
folha beta 
 
1E. coli JM109(λDE3) pRT22 contendo o plasmídeo DNifA (expressa apenas hsNifA). 
2E. coli JM109(λDE3) pRT22 contendo o plasmídeo HsglnKDNifA (expressa hsNifA e hsGlnK). 




Como uma primeira observação, nota-se que não foram encontradas mutações 
individuais em nenhuma das sete posições diferenciais entre abGlnZ e as demais proteínas 
PII estudadas neste trabalho. 
Em segundo lugar, é importante notar que nem todos os mutantes possuem o 
mesmo fenótipo; é possível distinguir quatro efeitos diferentes das mutações encontradas 
sobre a capacidade de hsGlnK de ativar hsNifA: 
1. Abolição da atividade (L3P, I4N, I4T G84D,T5R D54G, D14G, G27S, K34E, G35S, 
G35D, F36L, G41S, G41S K58R, D54N, K90E). 
2. Redução drástica da atividade, com atividade não detectada na presença de amônio 
(I4T, P10L, P10S, E32G, K85M, D88G, D88N). 
3. Redução pequena da atividade, atividade detectável na presença de amônio (M1V, 
F55L, E75G, V99E). 
4. Ausência de atividade na presença de amônio, alta atividade na ausência de amônio 
(T29A). 
Os resíduos mutagenizados foram marcados na estrutura cristalográfica de abGlnZ 
(PDB 3MHY) para melhor visualizar sua localização em relação a regiões de importância 
conhecida em PII. A distribuição das substituições sugere que as mutações inativadoras não 
estão espalhadas de forma homogênea por todas as regiões da proteína (figura 22). A 
maioria das mutações expostas na superfície concentra-se na face superior, próxima do T-
loop; em especial, as mutações com fenótipo mais drástico (marcadas em vermelho) 
encontram-se majoritariamente nesta face. Embora não seja uma prova definitiva, este fato 






é difícil distinguir um padrão entre os membros deste grupo. Dentre os 15 mutantes, talvez o 
que mais se destaque seja D54N; esta foi a única substituição no T-loop a abolir a ativação 
de hsNifA por PII, o que é notável, visto que este é um dos resíduos diferenciais entre 
abGlnZ e as demais proteínas PII estudadas neste trabalho – mas a substituição D54S, que 
converte o resíduo 54 de hsGlnK para seu  equivalente em abGlnZ, não inativa hsGlnK 
(STEFANELLO, 2014). 
O segundo fenótipo mais comum foi a redução drástica da atividade, com 7 
mutações distintas (duas no mesmo resíduo). Quatro dos resíduos deste grupo estão 
expostos na superfície superior do trímero de PII; é possível que essas mutações reduzam a 
afinidade de hsGlnK por hsNifA. As duas mutações no resíduo D88, que faz parte do sítio de 
interação com efetores, podem ter seu fenótipo explicado tentativamente por uma redução 
da afinidade de hsGlnK por 2OG. A substituição mutante I4T encontra-se enterrada no 
trímero de PII, e seu efeito deve incidir sobre a estruturação de PII (o que pode 
indiretamente causar tanto perda de afinidade por 2OG quanto mudanças na superfície de 
interação com hsNifA). É interessante notar que o resíduo I4 também foi mutagenisado para 
asparagina nesta mesma biblioteca, resultando em completa perda da atividade de hsGlnK. 
A terceira categoria inclui quatro mutantes (M1V, F55L, E75G, V99E) que, embora 
tenham sido obtidos de colônias brancas selecionadas em placa, contêm variantes de 
hsGlnK pouco prejudicadas quanto à ativação de hsNifA. M1V provavelmente causa apenas 
uma diminuição da expressão de hsGlnK, o que explicaria seu fenótipo de baixa atividade 
em placa (sob fraca indução com 5 µM de IPTG) e alta atividade em meio líquido (sob forte 
indução com 500 µM de IPTG). V99E está próximo do sítio de ligação a efetores, e pode ter 
influência sobre sua afinidade. F55L, um mutante no T-loop, pode ter apenas uma afinidade 
ligeiramente mais baixa por hsNifA – embora a diferença não seja significativa o bastante 
para justificar considerá-lo um resíduo essencial para a interação com hsNifA. Por fim, 
E75G, a única mutação inegavelmente localizada na face lateral do trímero, não causa um 
fenótipo drástico; isso parece evidência de que a região em que ela se encontra não deve, 
definitivamente, estar diretamente envolvida na interação com hsNifA. 
5.1.10. Discussão: regulação de hsNifA por PII, e regiões de PII importantes para a 
ativação de hsNifA 
Os resultados obtidos nesta parte do trabalho sugerem que a ativação de hsNifA 
por hsGlnK é desencadeada primariamente pela interação de hsGlnK com 2OG, o 
metabólito cuja alta concentração intracelular sinaliza a ausência de amônio na célula 
(HUERGO e DIXON, 2015), e cuja concentração em H. seropedicae atinge em torno de 4,5 
mM em células cultivadas sob limitação de amônio (OLIVEIRA et al., 2015). A uridililação de 
hsGlnK parece não ter efeito direto sobre a atividade de hsNifA. 
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5.1.10.1. Papel da uridililação de PII na ativação de hsNifA 
A observação de ativação de hsNifA por hsGlnK Y51F, um mutante não-uridililável, 
indica que a uridililação de PII não é necessária para a estimulação da atividade de hsNifA. 
Isto está em forte contraste com o que se sabe sobre a regulação de NifA em outros 
organismos que possuem ativação direta de NifA por PII, como  A. brasilense (ARAÚJO et 
al., 2004) e R. rubrum (ZHANG et al., 2001), e é reminiscente da regulação de NifL por GlnK 
em K. pneumoniae (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004). 
Uma vez que a uridililação de hsGlnK não é diretamente importante para a ativação 
de hsNifA, qual sua função? O mais provável é que a uridililação de hsGlnK seja indiferente 
para a regulação de hsNifA, porém importante para a regulação de outras proteínas alvo 
com as quais GlnK venha a interagir – notoriamente, a interação com o canal de amônio 
AmtB, que em E. coli é desestimulada pela uridililação de GlnK (COUTTS et al., 2002). 
Outra possibilidade é a de que mesmo que a uridililação de hsGlnK não tivesse qualquer 
relevância fisiológica, ela poderia ocorrer devido à incapacidade de GlnD de discriminar 
entre hsGlnK e hsGlnB – nesta última, o estado de uridililação é importante para regular seu 
principal alvo, NtrC, em E. coli (ATKINSON et al., 1994). 
Alternativamente, é possível especular sobre prováveis efeitos indiretos da 
uridililação de hsGlnK sobre a regulação de hsNifA. O gene hs glnK é co-transcrito com 
amtB, que codifica um transportador de amônio regulado por GlnK (NOINDORF et al., 
2005). Na presença de altas concentrações de amônio (e portanto, baixas de 2OG), hsGlnK 
não-uridililada interage com AmtB (HUERGO et al., 2010), presumivelmente bloqueando o 
canal tal como ocorre em E. coli (CONROY et al., 2007); esta interação tem também o efeito 
de seqüestrar GlnK para a membrana celular, deixando-a indisponível para interagir no 
citoplasma. É possível que a uridililação de hsGlnK por GlnD tenha por função secundária 
regular a disponibilidade de hsGlnK no citoplasma; isso poderia ter efeitos importantes sobre 
a ativação de hsNifA, uma vez que esta proteína parece ser bastante dependente de alta 
concentração de PII citoplasmática. 
É curioso observar que a ativação de hsNifA na ausência de amônio foi mais 
elevada na presença de hsGlnK Y51F do que de hsGlnK selvagem quando os níveis de 
expressão foram baixos (figura 13). Uma possível explicação para isso é a diferença de 
afinidade de hsGlnK não-uridililada e hsGlnK uridililada por pelo domínio GAF de hsNifA, 
observada por Oliveira e colaboradores (2012) em ensaios de proteólise limitada; hsGlnK 
uridililada possui menos afinidade por hsNifA. A influência da ligação de hsGlnK a 2OG não 
parece ser relevante, visto que tanto hsGlnK quanto hsGlnK-UMP3 possuem basicamente a 
mesma afinidade por 2OG na presença de ATP (OLIVEIRA et al., 2015). 
Por fim, há a possibilidade de a uridililação servir de reforço do sinal detectado pela 
ligação a 2OG; esta possibilidade é melhor explicada na subseção seguinte. 
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5.1.10.2. Papel dos efetores de PII na ativação de hsNifA 
Os resultados obtidos com os mutantes K58M e G89A deixam claro que a interação 
de PII com ATP é absolutamente essencial para a ativação de hsNifA por PII, e que a 
interação de PII com 2OG é o principal desencadeador da ativação de hsNifA. O 
monitoramento da concentração intracelular de 2OG é a maneira direta de PII detectar a 
baixa concentração de amônio intracelular: altas concentrações de 2OG implicam baixa 
concentração de nitrogênio disponível (HUERGO e DIXON, 2015). A ausência de efeitos 
diretos da uridililação de hsGlnK sobre a ativação de hsNifA fortalece ainda mais a proposta 
de 2OG como o principal responsável pela regulação de hsNifA. 
Uma pequena dificuldade é explicar a atividade residual de hsGlnK K58M em baixa 
concentração de amônio quando superexpressa em E. coli, especialmente em se 
considerando que hsGlnK K58M não possui qualquer afinidade por 2OG (ver seção 5.1.6); a 
despeito disto, algum sinal do nível de nitrogênio intracelular está sendo detectado por 
hsGlnK K58M em E. coli. É possível especular que este sinal seja a uridililação de hsGlnK 
K58M – já que, surpreendentemente, esta proteína revelou ser parcialmente uridililável. 
Neste caso, o modelo de regulação assumiria que a uridililação de hsGlnK age como um 
reforço do sinal de ausência de nitrogênio, que é transmitido majoritariamente pela 
presençaa de 2OG. 
5.1.10.3. Resíduos de PII envolvidos na ativação de hsNifA 
Nem a avaliação de diferentes proteínas PII, nem de proteínas quiméricas, nem de 
mutantes pontuais, nem de mutantes aleatórios permitiu identificar com certeza os resíduos 
e regiões de PII responsáveis pela ativação de hsNifA; no entanto, estes experimentos 
deram base para sugerir que a superfície de interação com PII é a face superior do trímero 
de PII (a face proximal ao T-loop). Esta hipótese é apoiada pela constatação de que (1) 
dentre as mutações aleatórias expostas na superfície de PII, quase todas localizam-se na 
face superior do trímero; e (2) os experimentos com as quimeras de abGlnB e abGlnZ 
estabeleceram que as diferenças entre PII ativadoras e PII incapaz de ativar hsNifA 
(abGlnZ) devem estar entre os primeiros 48 resíduos, e estes resíduos formam uma parte 
considerável da face superior do trímero de PII (e quase não estão presentes na face 
inferior). 
O papel do T-loop parece ser secundário na ativação de hsNifA. Duas mutações 
previamente estudadas (V52S e D54S) não alteraram a ativação de hsNifA; das quatro 





5.2. ESTUDO DA INIBIÇÃO DE NifA POR SEU DOMÍNIO GAF 
5.2.3. Justificativa e planejamento 
Tentativas de mutagênese sítio dirigida de hsNifA foram pouco promissoras 
(AQUINO et al., 2015), em parte devido à pouca identidade entre as proteínas NifA 
(especialmente no domínio GAF) e em parte devido à ausência de dados estruturais e à 
pouca compreensão de seu mecanismo de ativação. Por isso, para tentar entender o papel 
do domínio GAF na regulação de hsNifA por PII em resposta a amônio, um dos objetivos 
deste trabalho foi realizar a mutagênese aleatória do referido domínio GAF de hsNifA e 
selecionar mutantes de acordo com o fenótipo conferido a hsNifA.  
Para fins de triagem em E. coli, é importante notar que uma mutação que altere a 
regulação de hsNifA pode causar dois fenótipos distintos: 
1. Fenótipo de ganho de função (mutação ativadora): a mutação permite a hsNifA ativar 
transcrição independentemente de PII (e provavelmente, independentemente da 
concentração de amônio). 
2. Fenótipo de perda de função (mutação inativadora): a mutação impede hsNifA de ser 
ativada mesmo na presença de PII15. 
O fenótipo de ganho de função pode ser detectado em E. coli contendo a fusão 
nifH::lacZ, pois confere cor azul às colônias em meio sólido na presença de Xgal quando 
apenas hsNifA, sem nenhuma proteína PII adicional, for expressa a partir de um plasmídeo. 
O fenótipo de perda de função pode ser detectado como descrito na seção 5.1.9, que tratou 
da mutagênese de hsGlnK: este tipo de mutação confere cor branca a células de E. coli 
contendo a fusão nifH::lacZ cultivadas em meio sólido na presença de Xgal quando tanto 
hsNifA quanto hsGlnK são expressas na célula a partir de um plasmídeo. Uma 
representação esquemática da seleção dos dois fenótipos é dada na figura 23: 
                                                             
15 Em teoria, existe a possibilidade de uma mutação gerar um dos fenótipos aqui descritos através de alteração 
da afinidade de NifA pelo promotor nif. Não se espera que isto ocorra, porém, com mutações localizadas nos 
domínios modulares N-terminal e central, que não estão diretamente envolvidos em interação com DNA. A 







5.2.4. Construção do vetor Dxho* e de plasmídeos com a construção nifA[xhoI] 
Para poder mutagenisar apenas a região 5’ do gene nifA, correspondente ao 
domínio GAF, foi necessário introduzir no gene hs nifA um sítio de restrição único para 
separar a região codificadora do domínio GAF propriamente dito (bases 1-555, resíduos 1-
185) do restante da seqüência. A escolha da enzima apropriada e das substituições 
silenciosas necessárias foi feita com o auxílio da ferramenta WatCut. Após considerar as 
diversas possibilidades, optou por introduzir um sítio XhoI através das mutações G570C, 
C573G, e C574A (resíduos 190-191). 
Para isso, o plasmídeo pRAM1T7 (STEFANELLO, 2011) foi digerido com as 
enzimas NdeI e BamHI, e o inserto contendo o gene hs nifA foi transferido para pET29a 
digerido com as mesmas enzimas, gerando o plasmídeo R129. Este plasmídeo foi usado 
como DNA molde para dois sistemas de PCR: um contendo os primers T7F grd e nifAXhoI 
rev , e o outro contendo os primers nifAXhoI fwd e T7term grd. O sucesso da amplificação 
foi confirmado por eletroforese de DNA. Meio microlitro de cada uma das reações 
supracitadas foi usado como DNA molde para uma nova reação de PCR contendo os 
primers T7F grd e T7trem grd, em um volume final de 25 μL. O produto desta reação foi 
ligado diretamente a pTZ57R/T e transformado em E. coli TOP10. Colônias que 
apresentassem cor branca quando cultivadas em LA + Ap na presença de Xgal tiveram seus 
plasmídeos extraídos e avaliados por restrição com XbaI/BamHI; um plasmídeo contendo 
um fragmento de tamanho correto foi selecionado e seqüenciado para confirmar a presença 
do inserto correto com somente as mutações G570C, C573G, e C574A. Este plasmídeo foi 
denominado nifAxhoTZ. nifAxhoTZ foi digerido com as enzimas NdeI e BamHI, e o inserto 
contendo o gene hs nifA[xhoI] foi transferido para pET29a digerido com as mesmas 
enzimas, gerando o plasmídeo nifAxho29. Este último plasmídeo expressa hsNifA a partir do 
promotor T7/lacO em E. coli. A presença das três mutações silenciosas não teve efeito 
detectável sobre a expressão de hsNifA (dados não mostrados). 
Uma vez que os plasmídeos da série pET usados neste trabalho (pET28a, pET29a, 
pETDuet1) possuem todos um sítio XhoI à jusante do sítio de policlonagem, nenhum pôde 
ser utilizado para a clonar um fragmento na região que codifica o domínio GAF de NifA 
usando a enzima XhoI. Para contornar esta dificuldade, foi preciso construr um vetor 
derivado de pETDuet1 com o sítio XhoI destruído. O plasmídeo pETDuet1 foi digerido com 
XhoI e tratado com T4 DNA polimerase (Thermo Scientific), conforme descrito (4.7.8, p. 92), 
ligado a si mesmo e transformado em E. coli TOP10. Um total de 12 colônias resistentes a 
ampicilina teve seus plasmídeos extraídos e avaliados por restrição com XhoI, e um 
plasmídeo resistente à digestão por esta enzima foi seqüenciado com o primer T7 promotor 
para confirmar a destruição do sítio de restrição. Este plasmídeo, que contém uma inserção 
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de timidina entre as bases do sítio (CTTCGAG), foi denominado Dxho*. Dxho* é um vetor de 
expressão idêntico a pETDuet1, exceto pela ausência do sítio XhoI. 
O plasmídeo pEMB200 foi então usado como DNA molde para uma PCR usando os 
primers T7F grd e pET28aKpn rev2 (K-B-S-S), gerando um produto de amplificação 
contendo a região promotora de pET29a, o gene hs glnK, e um sítio KpnI na região 3’. Este 
produto de PCR foi purificado, digerido com NdeI e KpnI, e ligado a Dxho* digerido com as 
mesmas enzimas. As ligações foram transformadas em E. coli TOP10, e as colônias 
resistentes a ampicilina foram cultivadas em meio líquido para a extração de plasmídeos e 
confirmação da inserção do gene hs glnK por restrição com XbaI e KpnI. A ausência de 
mutações indesejadas no inserto foi confirmada através de seqüenciamento com os primers  
T7term grd e DuetUP2. O novo plasmídeo foi denominado Dxho*K, e expressa hsGlnK a 
partir do segundo promotor T7/lacO de pETDuet1. 
O plasmídeo nifAxho29 foi digerido com as enzimas XbaI e BamHI, e o inserto 
contendo o gene hs nifA foi transferido para Dxho* digerido com as mesmas enzimas, 
gerando o plasmídeo nifAxhoDxho*. Este plasmídeo pôde ser usado para um primeiro 
experimento de mutagênese aleatória do domínio GAF de hsNifA. 
5.2.5. Primeira tentativa de mutagênese aleatória de hsNifA 
Inicialmente, tentou-se introduzir os fragmentos codificantes para o domínio GAF 
aleatoriamente mutagenisado no plasmídeo nifAxhoDxho*. O plasmídeo nifAxho29 foi usado 
como DNA molde para uma reação de PCR de baixa fidelidade empregando os primers T7F 
grd e T7term grd (ver seção 4.7.4, p. 89). O produto de PCR obtido foi digerido com as 
enzimas XbaI e XhoI, e ligado ao MCSI do plasmídeo nifAxhoDxho* cortado com as 
mesmas enzimas. O produto da ligação foi transformado em E. coli JM109(λDE3) pRT22, e 
as colônias resultantes foram riscadas em LA contendo cloranfenicol, ampicilina, Xgal, e 5 
μM IPTG. Uma vez que, na ausência de proteína PII expressa heterologamente, a proteína 
hsNifA selvagem não possui atividade nessas condições, plasmídeos contendo um gene 
nifA sem mutações ou com mutações irrelevantes levariam as células a permanecerem 
brancas na presença de Xgal; por isso, selecionou-se colônias azuis para análise, uma vez 
que elas tinham maior probabilidade de conterem plasmídeos com mutações ativadoras de 
hsNifA. Dito de outra forma, buscou-se por mutações que gerassem ganho de função de 
hsNifA, medida pela presença de atividade de β-galactosidase na ausência de PII 
heteróloga. As colônias de interesse foram inoculadas em meio LB para extração de 
plasmídeos e para avaliação da atividade de β-galactosidase sob condições de 
superexpressão. Os plasmídeos foram seqüenciados com o primer pET upstream. 
Duas dificuldades foram encontradas durante esta tentativa de realizar mutagênese 
aleatória do domínio GAF de hsNifA: primeiramente, a sensibilidade de hsNifA ao oxigênio 
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torna-a inativa quando expressa em colônias de E. coli em meio sólido, independente da 
presença de PII e de baixas concentrações de amônio; a concentração de O2 é alta demais 
mesmo no interior da colônia. Isso impede que a triagem de células contendo hsNifA 
ativa/inativa seja feita nas placas de transformação – é necessário riscar as colônias em 
uma nova placa contendo Xgal e IPTG, a fim de que o maior número de células crescendo 
no patch riscado diminua a concentração de O2 intracelular, permitindo a ativação de NifA. 
Assim foi feito durante a seleção de mutantes aleatórios de hsGlnK (seção 5.1.9). O 
processo é trabalhoso e diminui o número total de clones que podem ser triados em tempo 
hábil. Em segundo lugar, houve o problema mais preocupante da aparição de falsos 
positivos durante a triagem. A tentativa de selecionar variantes de hsNifA com mutações no 
domínio GAF que a tornassem ativa independente da presença de PII levou à triagem de 
~3000 mutantes, dentre os quais 16 apresentaram o fenótipo desejado em placa; nenhum 
deles continha qualquer mutação, nem apresentava atividade de β-galactosidase quando 
cultivado em meio líquido (dados não mostrados). Isto indica que o sistema de seleção 
empregado, por algum motivo, não é muito apropriado para detectar mutações de ganho de 
função. 
Uma tentativa de cultivar as células em atmosfera sub-óxica (dentro de um vaso 
selado com uma vela acesa, para consumir parte do oxigênio) levou ao aparecimento de um 
número inaceitável de falsos positivos, e por isso a estratégia foi abandonada. 
5.2.6. Construção de variantes de NifA insensíveis a oxigênio 
5.2.6.1. Justificativa e planejamento 
A fim de facilitar a seleção de variantes de hsNifA insensíveis a PII e/ou a amônio 
nos experimentos de mutagênese aleatória, decidiu-se construir uma variante de hsNifA 
insensível a oxigênio. Isso permitiria contornar o problema da triagem trabalhosa (não seria 
mais preciso riscar as colônias), e possivelmente aliviaria o problema da aparição de falsos 
positivos (pois o fenótipo de colônia azul seria mais distinguível da variação normal das 
colônias brancas). 
Tal como nas demais proteínas NifA intrinsecamente sensíveis à oxidação, a 
regulação por oxigênio em hsNifA é independente do domínio GAF N-terminal (SOUZA et 
al., 1999; MONTEIRO et al., 1999), e é atribuída à presença de um motivo de cisteínas 
localizado parcialmente no domínio central e parcialmente no linker ID da proteína, que 
poderia coordenar a formação de um cluster de ferro-enxofre sensível a O2. A mutação 
C→S de cada uma das cisteínas supostamente envolvidas na sensibilidade a O2 resulta em 
variantes de hsNifA completamente inativas (OLIVEIRA et al., 2009). Afora isto, o 
mecanismo da sensibilidade a oxigênio não foi caracterizado em nenhuma proteína NifA 
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independente de NifL e não é compreendido em detalhes, de modo que não há uma 
estratégia clara para a remoção da sensibilidade a O2 em NifA sem perturbação da 
regulação por amônio. 
Considerou-se duas estratégias distintas para remover a sensibilidade de hsNifA 
por oxigênio: substituição de algum dos resíduos que se sabe serem importantes para a 
regulação por O2, e construção de uma proteínas quiméricas entre hsNifA e alguma proteína 
NifA insensível a oxigênio. Esta segunda estratégia pareceu mais promissora, uma vez que 
um trabalho anterior já demonstrou a viabilidade de construir proteínas quiméricas entre NifA 
de H. seropedicae e de A. vinelandii (avNifA) (OLIVEIRA et al., 2009). De especial interesse 
é a quimera NifAQ1, que possui o domínio GAF de hsNifA e os demais domínios de avNifA 
e é insensível a oxigênio. Esta proteína, porém, não é regulada em resposta a nitrogênio da 
mesma maneira que hsNifA; sua atividade é alta na presença de íons amônio e é 
independente de ativação por PII, semelhante a avNifA. Por causa disso, a quimera NifAQ1 
não pôde ser usada para os experimentos em questão, e a construção de novas proteínas 
quiméricas fez-se necessária. 
Para os fins estabelecidos, a fusão ideal entre os genes hs nifA e av nifA seria 
aquela que produzisse uma proteína quimérica que atendesse os quatro critérios listados 
abaixo: 
1. Ausência de sensibilidade a O2, para facilitar a triagem da atividade da 
proteína em placas de E. coli. 
2. Inibição pelo domínio GAF de hsNifA na ausência de PII, caso contrário a 
seleção de mutações ativadoras torna-se impossível. 
3. Ativação dependente de PII, à maneira de hsNifA, indicando que seu modo de 
regulação por amônio é semelhante ao da proteína selvagem. 
4. Nível de atividade semelhante ao de hsNifA, para facilitar a detecção da 
atividade e comparação com os dados obtidos com a proteína selvagem 
Em suma, buscou-se pela construção que mantivesse o máximo possível dos 
aspectos que caracterizam a regulação de hsNifA por amônio, ao mesmo tempo em que 
perdesse a sensibilidade a O2. Para aumentar a probabilidade de obter esta construção, 
estabeleceu-se três exigências para a escolha da região de junção entre hsNifA e avNifA: 
1. O domínio GAF N-terminal de hsNifA deveria estar presente na sua 
totalidade, visto ser ele essencial para a repressão de NifA e o alvo dos experimentos 
de mutagênese aleatória. 
2. O domínio central de hsNifA deveria ser preservado ao máximo nas proteínas 
quiméricas, dadas as evidências de regulação in trans do domínio GAF N-terminal 
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sobre os domínios AAA+ e HTH de hsNifA (MONTEIRO et al., 1999) e da falta de 
regulação de NifAQ1. 
3. Dada a possibilidade de perturbação estrutural, as junções entre as hsNifA e 
avNifA deveriam ser localizadas preferencialmente em regiões de estrutura secundária 
indefinida, ou no mínimo deveriam evitar alterar α-hélices e folhas-β. 
 
5.2.6.2. Alinhamento de NifAs 
Para selecionar a melhor região para a junção dos fragmentos das duas proteínas, 
um alinhamento foi construído a partir de 56 seqüências de genes nifA de Proteobacteria, 
incluindo hs nifA e av nifA. As seqüências dos genes foram obtidas da plataforma KEGG 
(KANEHISA et al., 2017), traduzidas no programa MEGA5 (TAMURA et al., 2011) e 
alinhadas usando o algoritmo ClustalW (CHENNA et al., 2003) conforme descrito na seção 





Figura 24 - Alinhamento de diversas proteínas NifA, destacando a região correspondente aos 
resíduos 390-466 de hsNifA (473-549 do alinhamento). 
A primeira seqüência é hsNifA. A região C-terminal do domínio central é bastante conservada entre 
as proteínas NifA até o equivalente ao resíduo 434 de hsNifA (518 do alinhamento); a partir daí, há 
uma clara divergência entre as proteínas sensíveis a oxigênio, como as de H. seropedicae, 
Azospirillum), Burkholderia, Rhodospirillum, Rhodobacter, Rhodopseudomonas e Sinorhizobium, e as 
proteínas insensíveis a oxigênio de Azotobacter, Klebsiella e Pseudomonas. Os resíduos cruciais de 
cisteína encontram-se nas posições 498, 510, 530, e 535 do alinhamento, equivalentes aos resíduos 
414, 426, 446, e 451 de hsNifA. A figura foi gerada com o programa Jalview 2.10 (coloração Taylor, 
conservation threshould 20%). Conservation refere-se ao grau de conservação de uma determinada 
posição, Consensus é a seqüência consenso do alinhamento (mostrada como seqüência, histograma, 
e logo), e Occupancy é a porcentagem de seqüências em que cada posição é ocupada por um 
resíduo (e não por um gap). 
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Conforme esperado, o alinhamento encontrou baixa similaridade entre os domínios 
GAF das diversas proteínas NifA, e alta similaridade entre os domínios AAA+ e C-terminal. 
As proteínas NifA sensíveis a oxigênio possuem a seqüência característica de cisteínas (C-
X11-C-X19-C-X4-C) ausente nas proteínas insensíveis a O2. Os primeiros 23 resíduos do 
cluster de cisteínas, porém, são compartilhados com alta similaridade entre todas as 
proteínas NifA, independente de seu modo de regulação; a similaridade começa a cair a 
jusante do resíduo 434 de hsNifA (equivalente ao resíduo 518 do alinhamento). A segunda 
cisteína do cluster, em particular, é conservada em todas as proteínas NifA analisadas 
(exceto a proteína Nlh1 de Aquifex aeolicus). A seqüência imediatamente à montante da 
primeira cisteína do cluster também é altamente conservada; isso tudo torna a região entre 
os resíduos 390 e 434 de hsNifA (equivalente aos resíduos 398-442 de avNifA, e aos 
resíduos 474-518 do alinhamento) ideal para a junção do segmento 5’ de hs nifA com o 
segmento 3’ de av nifA, segundo os critérios delineados. 
O alinhamento também mostrou que além do segundo resíduo de cisteína do 
possível cluster de ferro-enxofre ser altamente conservado, a primeira cisteína do cluster 
apresenta certa regularidade de substituição nas proteínas NifA insensíveis a oxigênio: ela 
somente é substituída por histidina, tirosina, ou metionina. Isto visto, considerou-se a 
possibilidade de a substituição de C414 por serina (OLIVEIRA et al., 2009) ter gerado uma 
variante inativa de hsNifA devido não à perda de organização do cluster, mas a problemas 
de estruturação no local. Decidiu-se tentar construir o mutante C414H de hsNifA, e verificar 
se esta proteína mutante perderia a sensibilidade a O2. 
5.2.7. Predição de estrutura secundária e desenho das quimeras 
Para ajudar a selecionar os pontos exatos de junção entre as cadeias de hsNifA e 
avNifA, utilizou-se o programa JPRED (DROZDETSKIY et al., 2015) para predizer os 
motivos de estrutura secundária na região entre os resíduos 390-435 de hsNiA (398-442 de 
avNifA). A intenção foi evitar escolher pontos de junção preferencialmente dentro de motivos 
de estrutura secundária parecida. Os programas PSIPRED e GOR4 também foram 
utilizados, e atribuíram estruturas secundárias essencialmente idênticas às acima na região 
de interesse (resíduos 388-442 de hsNifA). Levando tanto a estrutura secundária quanto a 
similaridade geral da seqüência em consideração, escolheu-se sete pontos de junção 
diferentes para a construção de proteínas quiméricas de hsNifA e avNifA. A localização das 






5.2.8. Construção dos plasmídeos codificando proteínas quiméricas N-truncadas 
Inicialmente, optou-se por construir variantes N-truncadas (Δ(1-185); ausência do 
domínio GAF de hsNifA) das quimeras.  Isso foi feito para poder avaliar mais facilmente a 
atividade das proteínas quiméricas em E. coli, uma vez que hsNifA não é ativa nesse 
organismo a menos que coexpressa com PII (STEFANELLO, 2014). Δ(1-185)hsNifA não 
apresenta regulação por amônio, mas mantém a regulação por oxigênio e é funcional em E. 
coli (MONTEIRO et al., 1999; STEFANELLO, 2011). A construção de quimeras N-truncadas 
permite, portanto, avaliar a funcionalidade e resistência a O2 dessas proteínas sem 
interferência da regulação por amônio. As quimeras foram construídas pelo método de OE-
PCR (seção 4.7.5, p. 89), usando primers complementares entre si contendo a seqüência da 
região da junção desejada. 
Para a construção de cada um dos genes quiméricos, o plasmídeo pETN185 
(STEFANELLO, 2011) foi usado como DNA molde para sistemas de PCR contendo os 
primers T7F grd e o primer 3’ (rev) associado a cada quimera (tabela 10); simultaneamente, 
o plasmídeo pRL293 foi usado com DNA molde para sistemas de PCR com os primers 
T7term grd e o primer 5’ especifico de cada quimera. O sucesso de cada amplificação foi 
confirmado por eletroforese de DNA. 
Para cada gene quimérico em construção, meio microlitro da reação com os 
primers T7F grd – primer 3’ foi unido a meio microlitro da reação com os primers 5’ – T7term 
grd, e cada mistura resultante foi usada como molde para uma reação de PCR contendo os 
primers T7F grd e T7term grd, em um volume final de 50 μL. O produto desta reação 
aplicado integralmente em gel de agarose para separação das bandas de diferentes 
tamanhos, e as bandas de tamanho adequado (~1500 pares de bases) foram extraídas do 
gel e purificadas. Os fragmentos recuperados foram digeridos com NdeI e BamHI, ligados a 
pET29a digerido com as mesmas enzimas, e cada ligação foi transformada em E. coli 
TOP10. Colônias resistentes a kanamicina tiveram seus plasmídeos selecionados por PCR 
de colônia com os primers T7Fgrd e T7term grd; clones positivos (contendo bandas de 
~1500 pares de bases) foram cultivados em LB para extração dos plasmídeos e confirmação 
da identidade dos insertos. Estes plasmídeos foram denominados pAAS1501, pAAS1502, 
pAAS1503, pAAS1504, pAAS1505, pAAS1506, e pAAS1609, e possuem os genes que 
codificam as versões N-truncadas (Δ1-185) de hs409-417av, hs412-420av, hs413-421av, 
hs4014-422av, hs396-405av, hs404-412av, e hs434-442av, respectivamente. Nestes 
plasmídeos, todas as proteínas quiméricas N-truncadas (Δ1-185) são expressas em E. coli a 




O mutante pontual C414H de hsNifA também foi construído por mutagênese sítio-
dirigida por oligonucleotídeos. O plasmídeo pETN185 foi usado como DNA molde para dois 
sistemas de PCR: um contendo os primers T7F grd e hsnifA C414H rev, e o outro contendo 
os primers hsnifA C414H fwd e T7term grd. O sucesso da amplificação foi confirmado por 
eletroforese de DNA. Meio microlitro de cada uma das reações supracitadas foi usado como 
DNA molde para uma nova reação de PCR contendo os primers T7F grd e T7trem grd, em 
um volume final de 50 μL. O produto desta reação aplicado integralmente em gel de agarose 
para separação das bandas de diferentes tamanhos, e a banda de tamanho correto (~1500 
pares de bases) foi extraída do gel e purificada. 
O fragmento purificado foi digerido com NdeI e BamHI, ligado a pET29a digerido 
com as mesmas enzimas, e a ligação foi transformada em E. coli TOP10. Colônias 
resistentes a kanamicina tiveram seus plasmídeos selecionados por PCR de colônia com os 
primers T7Fgrd e T7term grd; um clone positivo (contendo a banda de ~1500 pares de 
bases) foi cultivado em LB para extração do plasmídeo e confirmação da identidade do 
inserto. Este plasmídeo foi denominado pAAS1507, e expressa a proteína Δ(1-184)hsNifA 
C414H a partir de um promotor T7/lacO em E. coli. 
Todos os plasmídeos mencionados foram transformados em E. coli 
JM109(λDE3)pRT22 para determinação da atividade de β-galactosidase na presença de 
oxigênio sob baixa (5 µM IPTG) e alta (500 µM IPTG) expressão das variantes de NifA. 
Tendo constatado que todas as construções, exceto Δ(1-185)hs434-442, apresentavam 
atividade apreciável na presença de oxigênio (ver tabela 11), seguiu-se com a reintrodução 
do domínio GAF de hsNifA em todas as construções exceto hs434-442. 
5.2.9. Construção dos plasmídeos codificando proteínas quiméricas e hsGlnK 
O plasmídeo R129 (contém hs nifA clonado NdeI/BamHI em pET29a) foi digerido 
com ApaI; os produtos da reação foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%, e 
o fragmento contendo a região promotora T7/lacO e a porção 5’ do gene hs nifA foi extraído 
do gel e purificado. Os plasmídeos pAAS1501, pAAS1502, pAAS1503, pAAS1504, 
pAAS1505, pAAS1506 e pAAS1507 foram igualmente digeridos com ApaI e desfosfatizados 
com SAP, e então analisados por eletroforese; mas no caso deles, o fragmento contendo a 
porção 3’ do gene nifA (mais o restante do plasmídeo) é que foi extraído do gel e purificado. 
O fragmento extraído de R129 foi ligado a cada um dos fragmentos obtidos de pAAS1501, 
pAAS1502, pAAS1503, pAAS1504, pAAS1505, pAAS1506 e pAAS1507, e as ligações 
foram transformadas em E. coli TOP10. Colônias resistentes a kanamicina tiveram seus 
plasmídeos selecionados por PCR de colônia com os primers T7Fgrd e T7term grd; clones 
positivos (contendo bandas de ~1700 pares de bases) foram cultivados em LB para extração 
dos plasmídeos e confirmação da identidade dos insertos por restrição com NotI (há um sítio 
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na posição 1476 em hs nifA, mas não nas quimeras) e SalI (há dois sítios nas quimeras, em 
455 e 1346, mas apenas em em hsNifA, em 455). Os plasmídeos com o padrão de restrição 
correto foram nomeados pAAS1518, pAAS1519, pAAS1520, pAAS1521, pAAS1522, 
pAAS1523, e pAAS1524, e possuem os genes que codificam hs409-417av, hs412-420av, 
hs413-421av, hs4014-422av, hs396-405av, hs404-412av, e hsGlnK C414H, 
respectivamente. Nestes plasmídeos, todas as proteínas quiméricas são expressas em E. 
coli a partir do promotor T7/lacO. 
Para construir os plasmídeos para a coexpressão das quimeras com hsGlnK, os 
plasmídeos pAAS1518, pAAS1519, pAAS1520, pAAS1521, pAAS1522, pAAS1523, e 
pAAS1524 foram digeridos com as enzimas XbaI e BamHI, e ligados a DHsglnK cortado 
com as mesmas enzimas. As ligações foram transformadas em E. coli TOP10, e as colônias 
resistentes a ampicilina tiveram seus insertos selecionados por PCR com os primers T7F 
grd e DuetDOWN1. Colônias contendo os plasmídeos corretos (aqueles contendo bandas 
de ~1700 pares de bases detectadas por PCR) foram cultivadas em LB para extração dos 
plasmídeos. Estes plasmídeos foram nomeados pAAS1525, pAAS1526, pAAS1527, 
pAAS1528, pAAS1529, pAAS1530, pAAS1531, e possuem os genes que codificam hs409-
417av, hs412-420av, hs413-421av, hs4014-422av, hs396-405av, hs404-412av, e hsGlnK 
C414H, respectivamente. Nestes plasmídeos, as quimeras são expressas conjuntamente 
com hsGlnK, cada qual a partir de seu próprio promotor T7/lacO. 
5.2.10. Construção dos plasmídeos codificando proteínas quiméricas e hsGlnK com a 
substituição G89A 
Primeiramente, o plasmídeo pAASHsglnKG89A29 foi usado como DNA molde para 
uma PCR usando os primers T7F grd e pET28aKpn rev2 (K-B-S-S), gerando um produto de 
amplificação contendo a região promotora de pET29a, o gene hs glnK codificante para a 
mutação G89A, e um sítio KpnI na região 3’. Este produto de PCR foi purificado, digerido 
com NdeI e KpnI, e ligado a pETDuet1 digerido com as mesmas enzimas. As ligações foram 
transformadas em E. coli TOP10, e as colônias resistentes a ampicilina foram cultivadas em 
meio líquido para a extração de plasmídeos e confirmação da inserção do gene hs glnK 
G89A por restrição com XbaI e KpnI. A ausência de mutações indesejadas no inserto foi 
confirmada através de seqüenciamento com o primer T7term grd. O novo plasmídeo foi 
denominado pAAS1555, e expressa hsGlnK G89A a partir do segundo promotor T7/lacO de 
pETDuet1. 
Em seguida, os plasmídeos pAAS1518, pAAS1519, pAAS1520, pAAS1521, 
pAAS1522, pAAS1523, e pAAS1524 foram digeridos com XbaI e BamHI e clonados em 
pAAS1555 digerido com as mesmas enzimas. Os clones foram selecionados por extração 
dos plasmídeos e confirmação do padrão de restrição com XbaI e BamHI. Estes novos 
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plasmídeos foram nomeados pAS1601, pAS1602, pAS1603, pAS1604, pAS1605, pAS1606, 
e pAS1607, e expressam, respectivamente, hs409-417av, hs412-420av, hs413-421av, 
hs4014-422av, hs396-405av, hs404-412av, e hsGlnK C414H em conjunto com hsGlnK 
G89A, cada qual a partir de seu próprio promotor T7/lacO. 
5.2.11. Avaliação da atividade das quimeras de hsNifA e avNifA 
A atividade de todas as quimeras e de hsNifA C414H foi avaliada na presença de 
hsGlnK, de hsGlnK G89A, e na ausência de domínio GAF através da ativação transcricional 
de uma fusão nifH::lacZ (presente no plasmídeo pRT22) e detecção da atividade de β-
galactosidase decorrente. Células de E. coli JM109(λDE3) contendo o plasmídeo-repórter 
pRT22 foram transformadas com os plasmídeos DN185, HsglnKDNifA, HsglnKG89ADNifA, 
pAAS1501, pAAS1502, pAAS1503, pAAS1504, pAAS1505, pAAS1506, pAAS1507, 
pAAS1609, pAAS1525, pAAS1526, pAAS1527, pAAS1528, pAAS1529, pAAS1530, 
pAAS1531, pAS1601, pAS1602, pAS1603, pAS1604, pAS1605, pAS1606, e pAS1607. Os 
transformantes foram cultivados na ausência de amônio e na presença ou ausência de 
oxigênio, conforme descrito na seção 4.5.4 (p. 82), para a realização dos ensaios de 
atividade enzimática. Os resultados são mostrados na tabela 11. Valores em negrito 
indicam níveis de atividade semelhantes às do controle positivo (Δ(1-185)NifA, hsGlnK + 
hsNifA, ou hsGlnK G89A + hsNifA conforme o experimento), e valores sublinhados indicam 
atividade inferior à do controle positivo, porém superior à do controle negativo. Cultivos 
denominados de ―baixa expressão‖ foram realizados na presença de 5 µM de IPTG no meio 

















TABELA 11 – ATIVIDADE DE Β-GALACTOSIDASE DE CÉLULAS EXPRESSANDO AS QUIMERAS DE NifA 





expressão Baixa expressão 
Alta 
Expressão Alta expressão 
proteína O+ O- O+ O- O+ O- O+ O- O+ O- 
[controle 
negativo]4 63,9 8,3 75,0 22,9 9,5 55,5 29,9 28,8 17,7 28,7 
[controle 
positivo]5 38,5 2235,0 79,9 228,6 7,3 3180,9 12,5 541,3 15,6 26,4 
hs396-
405av 659,6 881,8 994,1 637,3 0,0 52,5 23,5 22,0 29,4 33,9 
hs404-
412av 114,1 348,8 806,6 53,0 58,7 78,3 125,3 90,2 22,8 30,3 
hs409-
417av 520,7 931,7 970,3 102,0 422,8 1139,9 542,4 263,7 27,3 20,0 
hs412-
420av 107,5 362,7 914,0 73,0 42,8 132,0 301,9 181,4 20,5 20,9 
hs413-
421av 181,3 368,9 865,3 89,0 80,5 135,4 379,9 213,0 23,2 26,3 
hs414-
422av 31,8 33,8 358,3 41,8 31,1 45,9 26,5 1,5 25,3 32,7 
hs434-
442av 13,1 11,6 14,0 16,0 nd6 nd6 nd6 nd6 nd6 nd6 
hsNifA 
C414H 71,5 81,7 516,4 41,8 64,1 83,0 35,3 0,0 26,7 26,4 
1O controle positivo consiste em E. coli JM109(λDE3) pRT22 contendo o plasmídeo 
DN185 (expressa Δ(1-185)NifA). 
2O controle positivo consiste em E. coli JM109(λDE3) pRT22 contendo o plasmídeo 
HsglnKDNifA (expressa hsNifA e hsGlnK). 
3O controle positivo consiste em E. coli JM109(λDE3) pRT22 contendo o plasmídeo 
HsglnKG89ADNifA (expressa hsNifA e hsGlnK G89A). 
4E. coli JM109(λDE3) pRT22 sem plasmídeos adicionais. 
5Ver notas 1-2. 
6Não determinado. 
Como já sabido, hsNifA não é ativa na presença de oxigênio, independentemente 
da presença de PII, e não é ativa na presença de hsGlnK G89A mesmo na ausência de 
oxigênio. As proteínas quiméricas possuem, todas elas, diferenças em relação a esse 
fenótipo. Os resultados dos experimentos levaram às seguintes observações: 
1. Na ausência do domínio regulatório GAF, hsNifA C414H e todas as proteínas 
quiméricas, exceto hs434-442av, apresentaram atividade na presença de oxigênio. 
Suas respectivas atividades não foram idênticas: hs396-405av, hs409-417av e 
hs413-421av mantiveram atividade detectável e relativamente elevada (30-50% da 
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atividade de Δ(1-185)hsNifA, quando aplicável) em todas as quatro condições 
testadas; hs404-412av e hs412-420av tiveram atividades mais baixas e com padrão 
mais errático, e hs414-422av e hsNifA C414H só foram ativas quando 
superexpressas. 
2. Na presença do domínio GAF inibidor e da proteína hsGlnK, algumas proteínas 
antes ativas (hs396-405av, hs404-412av, hs414-422av, e hsNifA C414H) tornaram-
se inativas. hs412-413av e hs413-421av só apresentaram atividade quando 
superexpressas. Apenas hs409-417av apresentou bons níveis de ativação da 
transcrição de nifH::lacZ (30-50% da atividade de Δ(1-185)hsNifA) em todas as 
condições. 
3. Nenhuma proteína contendo o domínio GAF foi ativada quando coexpressa com 
hsGlnK G89A. 
Os resultados mostram que algumas das construções descritas atendem a alguns 
dos critérios estabelecidos para a escolha de uma proteína para uso nos experimentos de 
mutagênese aleatória. Dentre as proteínas avaliadas, a proteína quimérica hs409-417av é a 
que melhor atende aos requisitos devido à sua insensibilidade a oxigênio, inibição por 
amônio intacta e dependência de hsGlnK para ativação, e atividade de ativação 
transcricional relativamente alta. Conseqüentemente, hs409-417av foi escolhida para dar 
seguimento à mutação do domínio GAF. 
É interessante comentar o fenótipo de algumas das outras proteínas para tentar 
melhor entender a elusiva regulação por oxigênio de hsNifA. A única variante construída que 
não apresentou qualquer atividade foi hs434-442av – presumivelmente por problemas de 
estruturação, uma vez que não foi ativa nem mesmo na ausência de oxigênio; todas as 
restantes mostraram ao menos um pouco de atividade, e todas perderam a inibição por O2. 
A proteína hs414-422av possui a primeira cisteína do cluster de ferro-enxofre (e a 
segunda, que está presente em praticamente todas as proteínas NifA); embora pouco ativa, 
sua resistência a oxigênio foi claramente demonstrada. Isso indica que, na ausência das 
duas cisteínas terminais, as duas primeiras cisteínas não são suficientes por si mesmas de 
manter a sensibilidade a oxigênio. É possível que sua presença seja desfavorável à 
estruturação da região terminal do domínio AAA+ quando a outra metade do possível cluster 
de ferro-enxofre está ausente, o que possivelmente explicaria a baixa atividade observada. 
A reconstituição do domínio GAF teve por efeito tornar permanentemente inativas 
as proteínas hs396-405av (que havia sido bastante ativa na ausência de GAF), hs404-
412av, e hs414-420av – por alguma razão que não se pôde discernir essas são as proteínas 
cujos pontos de junção entre a seqüência de hsNifA e avNifA mais distam do trecho de α-
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hélice imediatamente a montante de C414 em hsNifA. A razão para isto não se pôde 
discernir. 
Por fim, a introdução da mutação C414H em hsNifA gerou uma proteína cuja 
atividade baixa ainda assim pôde ser detectada na presença de oxigênio – em claro 
contraste com hsNifA C414S, que é totalmente inativa (OLIVEIRA et al., 2009). O fato de 
que a substituição de uma única cisteína do (possível) cluster de Fe-S por um resíduo 
compatível com a estrutura local bastou para eliminar a sensibilidade a O2 é difícil de 
conciliar com o modelo de regulação mais aceito, que supõe que a formação do cluster 
reduzido é necessária para conferir a estrutura correta à região C-terminal do domínio 
central (FISHER, 1994). Neste modelo, a oxidação do cluster seria responsável por destruir 
a estruturação terciária local, impedindo a atividade de NifA; neste caso, é de se estranhar 
que a troca de uma das cisteínas por histidina (o que presumivelmente impediria a formação 
correta do cluster) não apenas permite atividade em baixa oxigenação como permite-a em 
alta concentração de O2. Aventa-se duas possíveis explicações para conciliar o modelo com 
o fenótipo de hsNifA C414H: (1) é possível que o resíduo de histidina não destrua o cluster, 
mas sim o estabilize, uma vez que resíduos de histidina comumente são capazes de 
interagir com metais (CHAKRABARTI, 1990), inclusive ferro (YAMAMOTO e CHUUJOU, 
1992); (2) é possível que o modo de ação do cluster de Fe-S envolva seqüestrar C414 para 
impedi-la de realizar alguma interação inibitória com resíduos do domínio central. 
5.2.12. Construção de plasmídeos para a mutagênese aleatória de hs409-417av 
(introdução do sítio XhoI em hs409-417av) 
Antes de realizar os experimentos de mutagênese aleatória do domínio GAF de 
NifA, foi necessário introduzir o sítio XhoI com mutações silenciosas entre as bases 570 e 
574 (ver seção 5.2.4). Para isso, o plasmídeo nifAxho29 foi digerido com ApaI; os produtos 
da reação foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% , e o fragmento contendo 
a região promotora T7/lacO e a porção 5’ do gene hs nifA[xho] foi extraído do gel e 
purificado. O plasmídeo pAAS1501 foi igualmente digerido com ApaI e desfosfatizado com 
SAP. O fragmento extraído de R129 foi ligado à mistura de fragmentos da digestão de 
pAAS1501, e a ligação foi transformada em E. coli TOP10. Colônias resistentes a 
kanamicina tiveram seus plasmídeos selecionados por PCR de colônia com os primers 
T7Fgrd e T7term grd; clones positivos (contendo bandas de ~1700 pares de bases) foram 
cultivados em LB para extração dos plasmídeos e confirmação da identidade dos insertos 
por restrição com NotI (há um sítio na posição 1476 em hs nifA, mas não nas quimeras) e 
SalI (há dois sítios nas quimeras, em 455 e 1346, mas apenas em em hsNifA, em 455). O 
plasmídeo com o padrão de restrição correto foi nomeado pAAS1613. 
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Em seguida, o plasmídeo pAAS1613 foi digerido com as enzimas XbaI e BamHI, e 
o inserto contendo o gene hs409-417av[xhoI] foi transferido para Dxho* e Dxho*K digeridos 
com as mesmas enzimas, gerando os plasmídeos pAAS1615 e pAAS1614, 
respectivamente. A presença dos insertos corretos foi confirmada por PCR usando os 
primers T7F grd e DuetDOWN1.  
5.2.13. Mutagênese aleatória de hs409-417av 
De posse do gene quimérico hs409-417av[xhoI] devidamente clonado nos 
plasmídeos Dxho* e Dxho*K, procedeu-se com a mutagênese aleatória do domínio GAF de 
hsNifA. Para isso, o plasmídeo pAAS1613 foi usado como DNA molde para uma reação de 
PCR de baixa fidelidade empregando os primers T7F grd e T7term grd (ver seções 4.7.4 e 
5.2.5). Para a obtenção de bibliotecas de mutantes contendo alterações no domínio GAF, o 
produto de PCR obtido foi digerido com as enzimas XbaI e XhoI para ligação aos 
plasmídeos pAAS1614 e pAAS1615. Inicialmente três bibliotecas diferentes foram 
construídas, visando selecionar os dois fenótipos possíveis para os mutantes de hsNifA: 
Biblioteca 1, busca de mutações inativadoras (perda de função): o fragmento 
contendo a região 5’ de hs409-417av[xhoI] mutagenisada foi inserido entre os sítios 
XbaI e XhoI em pAAS1614 (que contém hs409-417av[xhoI] e hs glnK clonados em 
Dxho*); a ligação foi transformada em E. coli JM109(λDE3) pRT22 e plaqueada em LA 
contendo cloranfenicol, ampicilina, 5 µM de IPTG e Xgal. Devido à presença de ambos 
hs409-417av[xhoI] e hsGlnK no citoplasma, células contendo o gene hs409-417av[xhoI] 
selvagem ou com mutações irrelevantes apresentam cor azul; células expressando 
hs409-417av[xhoI] permanentemente inativa, irresponsível a hsGlnK, apresentam 
coloração branca. Estas colônias brancas foram selecionadas para extração de 
plasmídeos e posterior seqüenciamento com os primers pET upstream, N185-RAM, e 
DuetDOWN1. 
Biblioteca 2, busca de mutações ativadoras (ganho de função): o fragmento 
contendo a região 5’ de hs409-417av[xhoI] mutagenisada foi inserido entre os sítios 
XbaI e XhoI em pAAS1615 (que contém somente hs409-417av[xhoI] clonado em 
Dxho*); a ligação foi transformada em E. coli JM109(λDE3) pRT22 e plaqueada em LA 
contendo cloranfenicol, ampicilina, 5 µM de IPTG e Xgal. Devido à ausência de hsGlnK 
no citoplasma, células expressando hs409-417av[xhoI] selvagem ou com mutações 
irrelevantes apresentam cor branca; células contendo hs409-417av[xhoI] 
permanentemente ativada, que não necessita de hsGlnK, apresentam coloração azul. 
Estas colônias azuis foram selecionadas e seus plasmídeos foram seqüenciados com 
os primers pET upstream, N185-RAM, e DuetDOWN1. 
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Biblioteca 3, busca de mutações ativadoras (ganho de função): o fragmento 
contendo a região 3’ de hs409-417av mutagenisada foi inserido com as enzimas XhoI e 
HindIII em pAAS1615 (que contém somente hs409-417av[xhoI] clonado em Dxho*); a 
ligação foi transformada em E. coli JM109(λDE3) pRT22 e plaqueada em LA contendo 
cloranfenicol, ampicilina, 5 µM de IPTG e Xgal. O fenótipo selecionado foi o mesmo da 
biblioteca 2; apenas a região mutagenisada foi diferente (resíduos 190-534, 
correspondentes aos domínios central e C-terminal da quimera). 
Cerca de 5000 colônias de cada biblioteca foram triadas visualmente, e ao todo 70 
colônias brancas da biblioteca 1, nove da biblioteca 2, e sete da biblioteca 3 foram 
selecionadas para extração plasmidial e seqüenciamento. Dos 70 plasmídeos da biblioteca 
1 seqüenciados com o primer pET upstream, onze continham inserções/deleções que 
alteravam a fase de leitura, três não continham o domínio GAF, quatro continham mutações 
para códons de parada, dez não tiveram o domínio GAF completamente seqüenciado e não 
tiveram mutações detectadas, e dez não continham mutações no domínio GAF; as 32 
colônias restantes continham 26 variantes distintas de hs409-417av. Os nove clones da 
biblioteca 2 corresponderam a 6 variantes distintas, e os sete clones da biblioteca 3 
continham 5 mutações únicas diferentes. As mutações encontradas nos três experimentos 
são listadas e comentadas na tabela 12. Os resíduos foram localizados no alinhamento de 
NifA previamente descrito (seção 5.2.6). 
TABELA 12 – MUTANTES ALEATÓRIOS DE hs409-417av[xhoI] 
Mutação Observações (alinhamento) Outras observações 
Biblioteca 1   
D7N, K130E D7 pouco conservado 
K130 disponível 
isoladamente em outro 
mutante. 
L14P3 Hidrofóbico na maioria das NifA  
V15A, V125A, A163V -  
E19G Polar na maioria das NifA  
L41P Conservado; L na maioria das NifA  
L41H, T169I L41 conservado; L na maioria das NifA 
L41P disponível 
isoladamente em outro 
mutante 
S42P2 Pouco conservado  
S42P, Q103R S42P e Q103 pouco conservados 
S42P disponível 




L45P Conservado; L na maioria das NifA  
L61S Pouco conservado  
L63Q Hidrofóbico em NifA sensíveis a O2; Q em A. vinelandii  
E83K Conservado na maioria das NifA  
K88E1 Pouco conservado  
E104G Conservado; polar na maioria das NifA  
G126D Pouco conservado  
P128L Conservado em todas as NifA, exceto as de rizóbios (nas quais é alanina)  
I129T Hidrofóbico em todas as NifA  
K130E Conservado; E em S. meliloti  
L136P1 Hidrofóbico na maioria das NifA  
L139S Pouco conservado  
V156A 
Hidrofóbico em NifA sensíveis a O2; T em A. 
vinelandii  
R157H Conservado na maioria das NifA R157C encontrado em outro mutante 
R157C Conservado na maioria das NifA 
R157H encontrado em outro 
mutante 
L158P Conservado na maioria das NifA  
L159P Conservado na maioria das NifA  
N164D Conservado na maioria das NifA  
   
   
   
Biblioteca 2   
F124L, V162A Resíduo Resíduo 124 geralmente hidrofóbico; 
resíduo 162 altamente conservado (V ou A) 
 
V176G1 Geralmente hidrofóbico  
Q182R, K187R Ambos os resíduos pouco conservados  
Q184P1 Pouco conservado  
R188P Pouco conservado; polar na maioria das NifA  
L190P Pouco conservado Também encontrado na biblioteca 3 
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Biblioteca 3   
E185G Pouco conservado  
L190P Pouco conservado Também encontrado na biblioteca 2 
L190H1 Pouco conservado  
Q193P Pouco conservado  
L194P Pouco conservado  
1Encontrado em dois clones diferentes. 
2Encontrado em três clones diferentes. 
3Encontrado em quatro clones diferentes. 
Conforme esperado, encontrou-se um maior número e maior diversidade de 
mutações na biblioteca 1 (mutações inativadoras) do que nas duas outras bibliotecas. 
Dentre as 26 variantes distintas de hs409-417av[xhoI] avaliadas, doze contêm substituições 
envolvendo glicina e prolina; supõe-se que causem alterações na estrutura secundária do 
domínio GAF que poderiam explicar sua falta de resposta a hsGlnK. O restante inclui 
mudanças de carga, mudanças de polaridade e outras mutações cujas implicações 
mecanísticas não podem ser determinadas apenas por comparação com o alinhamento. 
Um número muito menor de variantes de hs409-417av[xhoI] foi encontrado nas 
bibliotecas 2 e 3 (mutações ativadoras), e a identidade de suas substituições também foi 
menos diversa. Dentre as 11 variantes distintas encontradas nas duas bibliotecas somadas, 
seis contêm substituições de resíduos por glicina e duas por prolina – indicando que este 
tipo de mutação danosa à estrutura secundária local é predominante entre as mutações 
ativadoras de hs409-417av. Dez das 11 substituições ocorrem numa estreita faixa (resíduos 
176-194) entre o final do domínio GAF e o Q-linker de hsNifA, o que sugere uma importância 
funcional dessa região para o alívio da inibição do domínio GAF sobre o domínio AAA+ 
central. 
Um padrão de distinto de distribuição é claramente visível quanto à localização das 
substituições ativadoras e inativadoras: mutações inativadoras (biblioteca 1) estão presentes 
por todo o domínio GAF entre os resíduos 14 e 164 (D7N e T169I aparecem em conjunto 
com outras substituições para as quais se tem mutantes individuais), ao passo que as 
mutações ativadoras (bibliotecas 2 e 3) localizam-se quase exclusivamente entre os 
resíduos 176 e 194 (à exceção do mutante duplo F124L V162A). Estes dados dados 
sugerem que é possível distinguir duas regiões funcionalmente diferentes no domínio GAF 
de hsNifA: uma região N-terminal  (resíduos 1-164), cuja mutagênese conduz a permanente 
inativação de hsNifA pelo domínio GAF, e uma região C-terminal (resíduos 176-194), cuja 
mutagênese conduz à perda da inibição pelo domínio GAF. 
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É concebível que a região N-terminal (1-164) seja o local de recepção/transmissão 
do sinal de ausência de amônio através da interação com PII; a substituição de resíduos ali 
localizados poderia levar à perda da capacidade de interagir com PII (levando à permanente 
inibição de hsNifA) ou à incapacidade de responder à interação com PII com as alterações 
conformacionais necessárias (também levando à permanente inativação de hsNifA). A 
região C-terminal (176-194), por sua vez, parece ser uma região essencial para causar a 
inibição de GAF sobre o restante da proteína hsNifA; a introdução de mutações nessa 
região (especialmente mutações que perturbem a estrutura secundária local) levaria à perda 
da estruturação necessária para inibir hsNifA, gerando proteínas ativas independentemente 
da presença de PII. 
5.2.14. Localização das substituições de hs409-417av[xhoI] em um modelo estrutural do 
domínio GAF 
As substituições identificadas nos experimentos de mutagênese aleatória foram 
localizadas em modelos estruturais do domínio GAF de hsNifA. Não há estrutura 
cristalográfica de hsNifA nem de nenhuma proteína NifA inteira, e o único domínio GAF de 
um ativador de σ54 semelhante a NifA a ter sido cristalizado (BATCHELOR et al., 2013) 
pertence a uma proteína de A. aeolicus cuja seqüência apresenta alguma divergência com 
as demais proteínas NifA (ver árvore filogenética do alinhamento de 56 NifA construída por 
neighbor joining, apêndice 2). Portanto, é compreensível que a modelagem estrutural do 
domínio GAF não seja precisa, e que não haja um único modelo que cubra toda a extensão 
(resíduos 1-200) que se pretende analisar. 
Os resíduos de 1-300 de hsNifA foram usados como seqüência alvo para a busca 
por proteínas com seqüência de aminoácidos e estrutura secundária semelhantes no banco 
de dados PDB, utilizando a ferramenta SWISS-MODEL (BIASINI et al., 2014). Três modelos 
estruturais do domínio GAF de hsNifA foram construídos pelo SWISS-MODEL, baseados 
nas proteínas Nlh1 de A. aeolicus (PDB 4G3K – BATCHELOR et al., 2013), NtrC1 de A. 
aeolicus (PDB 4L4U – VIDANGOS et al., 2013), e domínio GAF do bacteriofitocromo de 
Pseudomonas aeruginosa (PDB 3NHQ – YANG et al., 2011). As principais características 






TABELA 13 – INFORMAÇÕES DOS MODELOS ESTRUTURAIS CONSTRUÍDOS PARA 
GAF DE HsNifA 
 Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 
Template Nlh1 de A. aeolicus NtrC1 de A. aeolicus Bacteriofitocromo de P. aeruginosa 
PDB no. 4G3K 4L4U 3NHQ 
Cobertura 10-179 (55%) 50-300 (77%) 11-261 (81%) 
Similaridade de 
seqüência1 0,37 0,33 0,25 
QMEAN2 -3,98 (razoável) -7,01 (baixo) -5,02 (baixo) 
1Calculada como a soma dos scores de substituição dividido pelo número de resíduos 
alinhados (excluindo os gaps), usando a matriz BLOSUM62 (HENIKOFF e HENIKOFF, 1992) 
2Estimativa de qualidade do modelo construído (BENKERT et al., 2011) 
 
Nenhum dos modelos possui alta qualidade e nenhum é capaz de modelar os 
primeiros 9 resíduos com precisão. O modelo 1, baseado em Nlh1 de A. aeolicus, é 
decididamente o melhor, porém infelizmente não inclui a maioria dos resíduos 
mutagenisados nas bibliotecas 2 e 3 (foi justamente essa limitação que levou ao uso dos 
outros dois modelos estruturais, a despeito de sua menor qualidade). Um alinhamento entre 





Figura 26 - Alinhamento de dos primeiros 300 resíduos de hsNifA com os resíduos presentes 
nas estruturas 4G3K, 4L4U, e 3NHQ. 
As três estruturas foram usadas separadamente como template para a produção de modelos 
estruturais do domínio GAF de hsNifA. A imagem foi gerada no programa Jalview 2.10 (coloração 
Taylor, conservation threshould 20%). 
Apesar das limitações, os três modelos concordam em alguns pontos essenciais: os 
três conseguem modelar o domínio GAF de hsNifA na forma dimérica; os modelos 1 e 3 
capturam bem o motivo GAF, com seu núcleo de folha β flanqueado por segmentos curtos 
de α-hélice; e os modelos 2 e 3 reconhecem um longo trecho de α-hélice a partir dos 
resíduos 151 (modelos 1 e 3) ou 159 (modelo 2) até em torno do resíduo 200, com algumas 
perturbações. Esta região é a hélice conectora que une o domínio GAF propriamente dito ao 
domínio AAA+, e parece ser importante para a regulação de Nlh1 de A. aeolicus 
(BATCHELOR et al., 2013), o molde do modelo 1. A localização das substituições 
identificadas nos experimentos de mutagênese aleatória é mostrada nos três modelos 






A separação espacial entre as mutações inativadoras e ativadoras torna-se ainda 
mais visível quando apresentada desta forma. As mutações inativadoras distribuem-se por 
todo o segmento N-terminal do domínio GAF. Diferentemente do que se observou com as 
mutações de hsGlnK (ver seção 5.1.9), não foi possível identificar uma superfície específica 
do domínio GAF que concentrasse a maioria das mutações; as substituições ocorrem por 
todo o domínio GAF propriamente dito, em todo tipo de estrutura secundária, em resíduos 
expostos e resíduos enterrados, em  resíduos próximos e distantes da hélice conectora. 
Trabalhando apenas com o modelo 1, que possui maior homologia com hsNifA, 
localizou-se os resíduos mutagenisados encontram-se nos diferentes ambientes do domínio 
GAF; um resumo do que foi observado está na tabela 14. É difícil propor uma explicação 
para o fenótipo de cada mutação; supõe-se que os resíduos enterrados inativem hsNifA por 
impedir a transmissão do sinal de interação com PII, e que se algum dos resíduos 
mutagenisados estiver diretamente envolvido na interação com hsGlnK, este deve ser um 
dos resíduos mais expostos na superfície. Dentre estes, pareceram mais promissores os 
resíduos 19, 130, 157, e 164, que estão totalmente expostos na superfície com suas cadeias 
laterais voltadas para a mesma face. Os resíduos 61 e 88 também estão expostos com suas 
cadeias laterais voltadas para o solvente, embora cada um aponte numa direção diferente 
dos quatro resíduos anteriormente mencionados. 
TABELA 14 – POSIÇÃO DAS MUTAÇÕES INATIVADORAS DE hs409-417av[xhoI] NO 
MODELO 1 
Posição  Mutações encontradas Comentário estrutural 
14 L14P4 Parcialmente exposto; cadeia lateral voltada para a interface dimérica 
19 E19G Exposto, cadeia lateral voltada para o exterior 
41 L41P, L41H Enterrado, cadeia lateral voltada para a hélice conectora 
42 S42P3 Exposto na superfície, cadeia lateral voltada para o interior do GAF 
45 L45P Parcialmente exposto, cadeia lateral voltada para a hélice conectora1 
61 L61S Exposto em um loop, cadeia lateral voltada para o exterior 
63 L63Q Exposto em folha β, próximo do resíduo 61, cadeia lateral voltada para a hélice conectora 
83 E83K Exposto em um loop, cadeia lateral voltada para o interior do GAF 
88 K88E2 
Exposto em α-hélice, cadeia lateral voltada para o 
exterior 
104 E104G Exposto em um loop, cadeia lateral voltada para o 
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interior do GAF 
126 G126D Enterrado, em folha β 
128 P128L Pouco exposto, em folha β, cadeia lateral voltada para o interior do GAF 
129 I129T 
Enterado, cadeia lateral apontando para o interior do 
GAF 
130 K130E Exposto, em folha β, cadeia lateral voltada para o exterior 
136 L136P2 
Pouco exposto, cadeia lateral voltada para a hélice 
conectora 
139 L139S Enterrado, cadeia lateral voltada para a hélice conectora 
156 V156A Exposto na hélice conectora, cadeia lateral voltada 
para o interior do GAF 
157 R157H, R157C Exposto na hélice conectora, cadeia lateral voltada para o exterior, na mesma direção de 130  
158 L158P Pouco exposto na hélice conectora, cadeia lateral 
voltada para I17 
159 L159P Enterrado, na hélice conectora, cadeia lateral voltada para o interior do GAF 
164 N164D Exposto na hélice conectora, cadeia lateral voltada 
para o exterior, na mesma direção de 130 e 157 
1Hélice conectora é a região que inicia-se no resíduo 151 de hsNifA e segue até o resíduo 
194-195. O modelo 1 contém somente a região entre 151-179 da hélice conectora. 
2Encontrado em dois clones diferentes. 
3Encontrado em três clones diferentes. 
4Encontrado em quatro clones diferentes. 
Apenas duas das variantes ativadoras (V176G e o duplo mutante F124L V162A) 
mutações ativadoras puderam ser localizadas no modelo estrutural 1, baseado em Nlh1 de 
A. aeolicus 4G3K, devido à ausência de resíduos na estrutura da proteína cristalizada após 
o resíduo 179; as demais mutações ativadoras podem ser vistas nos outros dois modelos, 
nos quais fica evidente que estão localizadas em uma grande hélice que conecta os 
domínios GAF e AAA+ de hsNifA. Nenhum dos modelos construídos mostra uma hélice 
perfeitamente contínua conectando os domínios GAF e AAA+, mas isso provavelmente se 
deve às limitações do alinhamento de hsNifA ao molde: o modelo 2 assume uma quebra de 
continuidade da hélice entre os resíduos 171-182 de hsNifA (205-218 do alinhamento), uma 
região para a qual não há resíduos em NtrC1 de A. aeolicus homólogos aos de hsNifA; e o 
modelo 3 prevê uma falha na α-hélice entre os resíduos 178-182 de hsNifA (212-218 do 
alinhamento), uma região em que o domínio GAF do bacteriofitocromo de P. aeruginosa 
possui uma inserção de dois resíduos em relação a hsNifA (figura 26). Os modelos de 








5.2.15. Discussão: modelo de regulação de hs409-417av[xhoI], inibição in trans ou in cis 
Os primeiros estudos com a proteína hsNifA sugeriram que a inibição do domínio 
AAA+ pelo domínio GAF ocorreria devido a interações intramoleculares entre resíduos dos 
dois domínios. Resíduos presentes no domínio GAF interagiriam com outros resíduos no 
domínio Central, impedindo a oligomerização correta, ou clivagem de ATP, ou interação com 
σ54; a interação com PII levaria a uma mudança de conformação que afastaria os resíduos 
inibitórios do domínio GAF de seus alvos no domínio central, permitindo a 
oligomerização/clivagem de ATP / interação com σ54. Três evidências favoreceram esta 
hipótese: primeiro, o domínio GAF (resíduos 1-203) de hsNifA inibe a atividade de Δ(1-
203)NifA quando ambos são coexpressos em E. coli (MONTEIRO et al., 1999b); segundo, o 
domínio GAF (1-203) purificado inibe a atividade ATPásica de Δ(1-203)NifA purificada 
(MONTEIRO et al., 2001); e terceiro, uma substituição G25E no domínio GAF gera uma 
proteína variante de hsNifA parcialmente ativa na ausência de coexpressão de PII (AQUINO 
et al., 2015). A possibilidade de hsNifA ser regulada desta maneira também foi reforçada 
pela caracterização da proteína NorR de E. coli, um ativador transcricional que possui a 
mesma organização modular que as proteínas NifA; em NorR, experimentos de mutagênese 
aleatória dos domínios GAF e AAA+ localizaram resíduos em ambos os domínios cuja 
substituição conduzia à perda de inibição da atividade (BUSH et al., 2010). O domínio GAF 
liga-se especificamente à região do motivo GAFTGA do domínio AAA+, que interage com 
σ54 – a prevenção da interação de com NorR com σ54 parece ser o modo como GAF inibe 
NorR (o estado de oligomerização de NorR é controlado indepndentemente pela interação 
com DNA – TUCKER et al., 2010). 
Um segundo modelo para a regulação de hsNifA tornou-se possível a partir da 
cristalização do domínio GAF de Nlh1 de A. aeolicus, outro ativador transcricional com a 
mesma arquitetura de NifA (e que, embora divergente, possui maior homologia com o 
domínio GAF das proteínas NifA do que qualquer outra proteína já cristalizada), foi 
cristalizado na presença e na ausência de um ligante (BATCHELOR et al., 2013). Com base 
nos dados estruturais, os autores propuseram um mecanismo de regulação no qual o 
domínio GAF de Nlh1 inibe a proteína ao controlar seu estado de oligomerização: o domínio 
GAF é dimérico, e mantém os domínios AAA+ na conformação dimérica inativa através da 
longa hélice que conecta os dois domínios; a detecção do sinal de ativação (no caso, a 
interação com um ligante) leva a alterações conformacionais no domínio GAF que destroem 
a estrutura secundária da hélice conectora, permitindo aos domínios AAA+ associar-se 
formando o hexâmero ativo. 
A despeito das dificuldades encontradas na interpretação dos dados de 
mutagênese aleatória do domínio GAF, os resultados definitivamente favorecem a hipótese 
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de que a inibição de hsNifA por GAF seguiria o mecanismo de controle de oligomerização, e 
não de regulação por interações inibitórias intramoleculares. Seis razões apóiam esta 
possibilidade: 
1. As mutações ativadoras e inativadoras encontradas em hsNifA encontram-se 
em regiões bastante distintas do domínio GAF. Caso a interação resíduo-resíduo fosse a 
principal responsável pela inibição interdomínio, seria esperado encontrar mutações 
ativadoras por todo o domínio GAF (já que qualquer desestruturação poderia leevar ao 
posicionamento incorreto dos resíduos necessários para a interação), em especial na 
face do domínio responsável pela interação com AAA+; tal não se observou nos 
experimentos descritos aqui. Em vez disso, as mutações ativadoras individuais 
concentram-se todas na porção C-terminal do domínio GAF, justamente na hélice de 
conexão com o domínio AAA+. 
2. Não se encontrou mutações ativadoras no domínio central. Novamente, se a 
causa da inibição de AAA+ por GAF fosse a interação entre resíduos dos dois domínios, 
seria esperado encontrar mutantes no domínio AAA+ que fossem ativos na presença do 
GAF na biblioteca 3. Isto não ocorreu: todos os mutantes encontrados na biblioteca 3 
restringem-se à região da hélice conectora. 
3. A maior parte das mutações ativadoras identificadas constitui-se da 
substituição de resíduos da hélice conectora por glicina, um resíduo freqüentemente 
terminador de α-hélice (AURORA, SRINIVAAN, e ROSE, 1994), ou prolina, que costuma 
ser prejudicial à manutenção de α-hélice. 
4. As mutações inativadoras de hsNifA localizam-se por todo o domínio GAF, 
inclusive na região da hélice conectora que pode interagir com outros resíduos do mesmo 
domínio; nenhuma ocorre na porção da hélice que não interage com o restante do GAF. 
5. O domínio GAF (1-185) isolado de hsNifA é dimérico em solução, 
diferentemente da proteína Δ(1-185)NifA, que é monomérica (STEFANELLO, 2014). Isto 
sugere que o domínio GAF é o principal responsável por manter o estado de 
oligomerização de NifA na forma dimérica. 
Os trabalhos anteriores apresentam algumas dificuldades para o modelo de 
regulação de hsNifA por controle do estado de oligomerização mediado por GAF, mas é 
possível saná-las com algumas observações. 
Primeiramente, Monteiro e colaboradores (1999b) definitivamente observaram uma 
queda na atividade de Δ(1-203)NifA quando GAF (1-203) foi coexpresso em células de E. 
coli, e a queda da atividade não pode ser explicada por diferenças de expressão (ver figura 
2 em MONTEIRO et al., 1999b). É importante notar, porém, que o domínio GAF utilizado 
naqueles experimentos contém também toda a hélice conectora e todo o restante do Q-
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linker; nos modelos de hsNifA construídos com base nas estruturas 4U4L e 3NHQ, os 
resíduos 187-203 já estão enterrados no domínio AAA+ (figura 27), e é bem possível que 
haja interações diretas entre estes resíduos e os adjacentes no domínio central. Neste caso, 
explica-se o observado nos experimentos de Monteiro e colaboradores em 1999 como 
sendo um ancoramento do domínio GAF por interações entre o final da hélice conectora e o 
domínio AAA+, seguida de manutenção da proteína reconstituída no estado dimérico inativo. 
Isto é reforçado pela observação de que a inibição in trans de Δ(1-203)NifA não ocorre com 
a coexpressão dos resíduos 1-185 do domínio GAF (dados não publicados). Os resultados 
de Monteiro e colaboradores (2001) com versões purificadas do domínio GAF (1-203) e de 
Δ(1-203)NifA podem ser explicados da mesma maneira. 
Em segundo lugar, há a substituição G25E de hsNifA que gerou um mutante com 
atividade na ausência de PII. Quando localizado no modelo 1 (baseado em Nlh1 de A. 
aeolicus), o resíduo G25 aparece enterrado na interface entre os dois monômeros de GAF, 
com sua pequena cadeia lateral voltada para a face de dimerização (figura 29). É bastante 
possível que a substituição deste resíduo por glutamato, com uma cadeia maior e carregada 
negativamente, prejudique a dimerização de GAF, e por isso prejudique a inibição exercida 
por GAF sobre o domínio AAA+. 
 
Figura 29 - Localização de G25 no modelo estrutural 1 de GAF de hsNifA (baseado na estrutura 
4G3K). 
Em vista disto, este trabalho endorsa o mecanismo de controle do estado de 




A localização espacialmente separada das mutações inativadoras e ativadoras no 
domínio GAF também é bastante coerente com a atividade de variantes N-truncadas de 
hsNifA (STEFANELLO, 2011). A deleção dos primeiros 45, 90, e 135 resíduos de hsNiFA 
gera proteínas completamente inativas sob todas as condições testadas, ao passo que a 
remoção dos primeiros 165 e 185 resíduos leva à atividade de hsNifA em E. coli sem 
regulação por amônio. No entanto, é preciso lembrar que ao menos uma variante 
inativadora, L172R (AQUINO et al., 2015) foi encontrada na região entre 165-185. A 
conciliação destes dados implica em assumir que a região entre 165-172 (no máximo, 165 e 
175) está envolvida na dimerização inibitória de GAF, porém não é por si mesma capaz de 
inibir totalmente a atividade de NifA se o restante do domínio GAF tiver sido removido. 
A identidade das mutações encontradas no domínio GAF não é muito semelhante à 
das mutações ativadoras encontradas em NifA de A. brasilense e R. rubrum. O resíduo 
M173 de NifA de R. rubrum (rrNifA), que ao mesmo tempo aumenta a interação de rrNifA 
com GlnB e torna a proteína ativa na ausência de GlnB, é equivalente ao resído M161 de 
hsNifA. A substituição M161V é inativadora em hsNifA (AQUINO et al., 2015). A substituição 
neste resíduo não foi encontrada de novo na biblioteca 1, mas ele está claramente 
localizado dentro da região em que se encontram mutações inativadoras em hsNifA. O 
fenótipo de mutantes contendo substituições próximas (R157H, R157C, L158P, L159P, 
N164D) também é inativador. Os resíduos de hsNifA equivalentes aos três resíduos de 
tirosina de A. brasilense cuja substituição gera variantes ativas GlnB-independentes em 
abNifA (18, 43, e 53 – CHEN et al., 2005) são Y18, A43, e S54 (somente o primeiro destes 
resíduos é moderadamente conservado, sendo Y na maioria das NifA independentes de 
NifL, porém F em rizóbios, C em Rhodobacter, e H em Gluconacetobacter). Nenhum destes 
resíduos foi substituído em nenhuma das três bibliotecas, porém a alteração de resíduos 
próximos (19 e 42) causou inativação de hsNifA. 
As mutações ativadoras encontradas nas bibliotecas 2 e 3 assemelham-se às que 
foram selecionadas em NifA de R. palustris (rpNifA), na qual substituições no interdomínio Q 
tornaram a proteína ativa e não regulada por amônio (REY et al., 2007). O Q-linker é uma 
região de baixa homologia no alinhamento das proteínas NifA, dificultando a identificação 
precisa das posições equivalentes; tentativamente, os resíduos M202, Q209, L212, S213 de 
rpNifA foram identificados com os resíduos Q184, S191, L194, e Q195, respectivamente. A 
identificação de M202 e L212 de rpNifA com E185 e L194 de hsNifA parece ser confiável, a 
se observar a similariddade dos resíduo mais próximos (figura 30). Mesmo que a 
identificação de equivalência dos resíduos não seja perfeita, a identificação regional com o 
Q-linker é bastante evidente. A partir disto, sugere-se que a regulação de hsNifA por GAF 






5.2.17. Testes de expressão e solubilidade 
Visando explorar viabilidade de usar a quimera his-hs409-417av[xhoI] para 
experimentos de caracterização in vitro, procurou-se avaliar inicialmente sua expressão em 
E. coli e solubilidade em diferentes tampões. Para a realização do experimento com os 
controles necessários, células de E. coli JM109(λDE3)pRT22 foram transformadas com os 
plasmídeos pEMB200, pETN185, DNifA, HsglnKDNifA, pAAS1632, e pAAS1637, que 
codificam para hsGlnK, Δ(1-185)hsNifA, hsNifA, hsNifA + hsGlnK, his-hs409-417av[xhoI], e 
his-hs409-417av[xhoI] + hsGlnK. 
Num primeiro ensaio de expressão, células contendo os plasmídeos listados foram 
cultivadas em 5 mL de meio LB com os antibióticos apropriados por cerca de 3 horas a 37°C 
e 180 rpm até DO600nm ~0,6, momento em que se adicionou 100 µM de IPTG às culturas 
para permitir a expressão das proteínas pelas 3 horas subseqüentes a 30°C (ver seção 
4.5.6, p. 83). As culturas foram então submetidas a centrifugação e as células foram 
ressuspendidas em 400 µL de tampão (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM NaCl) e lisadas por 
sonicação. Os extratos obtidos foram centrifugados para a separação da fração solúvel; 




















foi obtido com o uso de tampão de lise (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM KCl, 1 mM EDTA, 
20% glicerol), possivelmente devido à presença de alta concentração de glicerol. 
5.2.18. Purificação de his-hs409-417av 
Para a purificação de his-hs409-417av[xhoI], células de E. coli JM109(λDE3)pRT22 
contendo pAAS1637 foram cultivadas conforme descrito na seção 4.5.6 (p. 83). A 
purificação propriamente dita foi feita em duas etapas, conforme descrito na seção 4.8.4 (p. 
96). Num primeiro momento, a fração solúvel do extrato foi injetada manualmente em uma 
coluna Hitrap contendo heparina, e as proteínas ligadas à coluna foram eluídas com o 
aumento progressivo da força iônica no tampão de eluição (figura 34A). A maior parte de 
his-hs409-417av[xhoI] foi eluída da coluna em concentrações baixas de KCl, o que revelou-
se muito útil pois essas frações contém poucos contaminantes. As frações mais 
enriquecidas com his-hs409-417av[xhoI] (eluídas com 5%, 10%, 20%, e a primeira fração 
eluída com 100% de tampão B-hep) foram então unidas e injetadas em uma coluna Hitrap 
chelating carregada com íons Co2+, de onde as proteína foram eluídas com o aumento 
progressivo da conceentração de imidazol no tampão (figura 34B). A proteína his-hs409-
417av[xhoI] foi eluída majoritariamente com concentrações moderadas de imidazol, e foi 
coletada em estado relativamente puro; uma estimativa de pureza baseada em 
quantificação densitométrica das bandas de proteína resultou em 45-49% de pureza de his-
hs409-417av[xhoI] após passagem pela coluna de heparina (partindo de 5-8% desta 










SDS-PAGE em gel 15%. A coloração foi feita com azul de Coomassie coloidal. MW, marcador de 
massa molecular (NEB#P7306S); J, junção das frações relevantes da purificação em coluna de 
heparina (ver texto); I, flowthrought (fração que não ligou-se à coluna durante a injeção da amostra); 
L, lavagem com tampão A-co; 10%, 20%, 40% e 100% referem-se à concentração de tampão B 
utilizada para eluir as respectivas frações; a fração 10% continha 2 mL de amostra, e as demais 1 
mL. 
As frações contendo proteína his-hs409-417av[xhoI] suficientemente pura (eluídas 
com 10%, 20%, e 40% de tampão B-co) foram reunidas, a concentração final estimada com 
o método de Bradford foi de 1,85 mg/mL – um valor comparável ao obtido da purificação de 
Δ(1-185)hsNifA (STEFANELLO, 2014), e muito superior ao obtido com outras variantes ou 
fragmentos de hsNifA. 
5.2.19. Análise de his-hs409-417av por cromatografia de exclusão de tamanho 
Uma amostra (200 µL) de his-hs409-417av[xhoI] purificada foi analisada por 
cromatografia de exclusão de tamanho em uma coluna Superose 12 10/300 GL equilibrada 
com tampão (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM KCl) em um equipamento ÄKTA Pure System 
(ver seção 4.8.9, p. 98), e frações foram coletadas para todos os picos de absorção de luz 
UV detectados. Três picos de absorbância a 260nm, um equivalente ao volume morto da 
coluna, outro a uma massa estimada de 130 kDa e um terceiro a uma massa estimada de 
32 kDa, foram observados, e a análise das frações coletadas de cada um deles por SDS-






Figura 35 - Frações de his-hs409-417av eluídas durante análise por SEC em coluna Superose 
12 10/300 GL. 
Somente as amostras com absorbância a 260 nm acima da linha de base (um indicativo da presença 
de proteínas), presentes em três picos no cromatograma, foram analisadas por SDS-PAGE. MW, 
marcador de peso molecular (NEB#P7306S); P, amostra de his-hs409-417av. 
A despeito da degradação sofrida por his-hs409-417av[xhoI] (ocorrida após a 
corrida, uma vez que se observa mesmo na fração que não foi injetada na coluna), nota-se 
que his-hs409-417av[xhoI] não aparece no volume morto da coluna, que equivale a alta 
massa molecular, nem no pico de proteínas com massa estimada de ~32 kDa, que contém 
um contaminante persistente visível na figura 34. A proteína his-hs409-417av[xhoI] aparece 
exclusivamente no pico equivalente a uma massa molar de ~130 kDa; uma vez que o 
monômero de his-hs409-417av[xhoI] possui massa molar de 60 kDa, a retenção da proteína 
na coluna é compatível com sua existência em solução na forma de um dímero de ~120 
kDa. A forma dimérica de his-hs409-417av[xhoI] reforça o mecanismo proposto na seção 
5.2.15. 
5.2.20. Ensaios de interação por pull-down 
Por fim, tentou-se observar a interação direta entre his-hs409-417av[xhoI] e hsGlnK 
com ensaios de pull-down. A proteína hsGlnK foi expressa e purificada conforme já descrito 
(seção 4.8.5, seção 5.1.3).  É possível ver uma banda fraca recuperada do tamanho 
adequado para hsGlnK quando as amostras foram incubadas em ATP e 2OG (figura 36), 








mutagênese aleatória de hsNifA e o fenótipo inativador conhecido de outras quatro 
substituições no domínio GAF (K22V, T160E, M161V, L172R – AQUINO et al., 2015), 
propõe-se que a região entre os resíduos 14-172 consiste na região do domínio GAF que é 
responsável pela dimerização de GAF e recepção do sinal ativador de hsGlnK. A região 
entre os resíduos 176-194, localizada na hélice que conecta os domínios GAF e AAA+, é 
responsável por inibir a atividade da proteína hsNifA ao forçar os domínios AAA+ a 
permanecerem na forma dimérica. 
A desrepressão de hsNifA ocorre através de interação direta com a proteína PII. A 
afinidade de hsNifA por PII parece ser parte importante da regulação: GlnB ativa hsNifA 
quando expressa em E. coli (STEFANELLO et al., 2014) ou em H. seropedicae a partir do 
promotor glnK (NOINDORF et al., 2011), embora nas condições nativas hsNifA dependa de 
GlnK, e não de GlnB, para sua ativação. GlnB de E. coli também ativa hsNifA, mas somente 
se expressa em níveis mais elevados que os obtidos a partir do promotor glnB nativo 
(STEFANELLO, 2014). Assim, é importante considerar o possível papel da concentração de 
PII intracelular no modelo de ativação de hsNifA. 
A simples interação entre o domínio GAF de hsNifA e hsGlnK talvez não baste para 
causar a desrepressão de hsNifA. É provável que PII interaja com o domínio GAF mesmo 
sob condições em que não há ativação (OLIVEIRA et al., 2012). A região de hsGlnK 
responsável por interagir com hsNifA não pôde ser identificada com absoluta certeza, mas o 
experimento de mutagênese aleatória de hsGlnK sugere que seja a face superior do trímero, 
onde se localiza o T-loop; no entanto, o T-loop por si mesmo não parece ser essencial. 
Apenas uma das substituições no T-loop (D54N) aboliu a capacidade de hsGlnK ativar 
hsNifA, e nenhuma das substituições de resíduos do T-loop de hsGlnK por seus 
equivalentes em abGlnZ (H42Q, V52S, D54S – STEFANELLO, 2014) explica a 
incapacidade de abGlnZ ativar hsNifA (somente a substituição L45I resta a fazer e verificar). 
O próprio efeito da deleção do T-loop pôde ser mais bem explicado por sua incapacidade de 
interagir com ATP. 
A região do domínio GAF responsável por interagir com PII não pôde ser 
identificada ou mesmo sugerida, devido à paucidade de informações estruturais (mas ver 
seção 5.2.15 para algumas notas especulatórias) 
Por fim, o principal causador da desrepressão de hsNifA parece ser a alteração 
conformacional de hsGlnK em resposta à ligação de 2-oxoglutarato a seus sítios de 
interação com micromoléculas. A substituição Y51F não teve efeito negativo sobre a 
desrepressão de NifA, indicando que a uridililação não é essencial. Por outro lado, mutante 
K58M de hsGlnK, que não interage com 2OG, tem sua capacidade de ativar hsNifA 
extremamente reduzida; sua atividade só é detectada quando superexpresso em baixa 






aceitos. Notoriamente, os dados ainda não se consegue diferenciar ―interação com hsGlnK‖ 
e ―ativação por hsGlnK‖, embora haja muitas evidências indiretas de que estes processos 
não sejam concomitantes. A alteração de oligomerização do domínio AAA+ nos estados 
ativo e inativo de hsNifA é fortemente sugerida pelos dados, mas necessitaria de uma 
comprovação mais direta, possívelmente a partir da caracterização da quimera his-hs409-
417av. 
Os dados deste trabalho, somados ao conhecimento previamente acumulado a 
respeito da regulação da transcrição de hs nifA (WASSEM et al., 2000, 2002) e da atividade 
de hsNifA (AQUINO et al., 2015; MONTEIRO et al., 1999, 1999b, 2001, 2003; OLIVEIRA et 
al., 2009, 2012; SOUZA et al., 1999;) indicam que a regulação da FBN em H. seropedicae 
difere não apenas daquela descrita para γ-proteobactérias, mas também da observada na 
maioria das α-proteobactérias diazotróficas estudadas. A tabela 15 mostra os principais 
aspectos conhecidos da regulação transcricional da FBN por NifA em H. seropedicae e nas 
α-proteobactérias mais bem caracterizadas; as referências para a caracterização de cada 
organismo já foram discutidas na seção 1.4.2 (p. 49). Percebe-se que há pelo menos quatro 
modos distintos de controle da FBN entre os diazotrofos que possuem NifA sensível a 
oxigênio: (1) o sistema de regulação de A. brasilense e R. rubrum, no qual NifA é produzida 
constitutivamente e ativada por interação com o T-loop de GlnB uridililada (e não de outros 
parálogos de PII); (2) o sistema de regulação de R. capsulatus, em que há regulação da 
produção de NifA2 por NtrC e no qual ambas NifA1 e NifA2 têm sua atividade inibida por 
parálogos de PII (GlnB e GlnK); (3) o sistema de regulação presente em α-rizóbios, no qual 
a transcrição de nifA é fortemente regulada em resposta aos níveis de oxigênio, e a 
atividade da proteína NifA não é regulada por amônio; e por fim (4) o sistema de regulação 
presente em H. seropedicae e (pelo que se infere) R. palustris, no qual a transcrição de nifA 
é dependente de NtrC e a atividade de NifA é estimulada por proteínas PII, que aliviariam a 
inbição do domínio GAF sobre o domínio AAA+ de acordo com o modelo proposto na figura 
37. A tabela 15 deixa claro que o conhecimento sobre a regulação da FBN está longe de ser 
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1. A interação de hsGlnK com ATP é essencial para a ativação de hsNifA, e a interação 
de hsGlnK com 2OG é o principal causador da ativação de hsNifA. 
2. A uridililação de hsGlnK não é necessária para a ativação de hsNifA, diferentemente 
do observado em sistemas de regulação similares de outros organismos. 
3. O T-loop da proteína hsGlnK não é a principal região de interação entre hsGlnK e 
hsNifA, embora possa ter um papel auxiliar. 
4. A maioria das substituições em hsGlnK que a tornaram incapaz de ativar hsNifA 
concentraram-se na face superior do trímero de PII, na mesma superfície do T-loop, 
sugerindo que esta região é provavelmente responsável por interagir com hsNifA. 
5. A sensibilidade de hsNifA a oxigênio pode ser removida sem prejuízo da regulação 
por amônio através de quimerização com NifA de A. vinelandii na região próxima à 
cisteína 414 de hsNifA. 
6. A substituição C414H em Δ(1-185)NifA gera uma proteína parcialmente ativa que 
não sofre inibição por oxigênio. 
7. A integridade da região entre os resíduos 176-194 de hsNifA, predita como uma α-
hélice de conexão entre os domínios GAF e AAA+, é essencial para manter a 
inibição de GAF sobre AAA+. 
8. A integridade da região entre os domínios 14-164 de hsNifA é essencial para a 
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APÊNDICE 1 – ALINHAMENTO DE NifAs  
 
Alinhamento das seqüências de 55 proteínas NifA recuperadas do banco de dados do KEGG e de 
Azospirillum brasilense FP2 (ver seções 4.6.3, p. 84, e 5.2.6.2, p. 131). Alguns organismos (A. 
vinelandii, R. capsulatus) possuem mais de um parálogo de NifA, e contribuíram com mais de uma 
seqüência para o alinhamento. Os números acima das seqüências indicam a posição dos resíduos no 
alinhamento final; os números à esquerda e à direita indicam a posição do primeiro e último resíduo 
da linha de texto, respectivamente, na proteína NifA do organismo. Conservation refere-se ao grau de 
conservação de uma determinada posição, Consensus é a seqüência consenso do alinhamento 
(mostrada como seqüência, histograma, e logo), e Occupancy é a porcentagem de seqüências em 
que cada posição é ocupada por um resíduo (e não por um gap). A cor dos resíduos vem da paleta 
Taylor ajustada para um conservation threshould de 20%. Figura gerada com o programa Jalview 



































































(ver legenda na página 203) 
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APÊNDICE 2 – ÁRVORE DE PROXIMIDADE DE SEQÜÊNCIA ENTRE PROTEÍNAS NifA 
DE DIVERSOS ORGANISMOS 
 
Árvore de proximidade de seqüência de 56 proteínas NifA de proteobactérias construída pelo método 
de neighbor-joining. Os valores sobre os ramos indicam o grau de suporte (em porcentagem) de cada 
dicotomia calculado pelo método de bootstrap. Em vermelho, proteína NifA de H. seropedicae; em 
azul, proteína Nlh1 de A. aeolicus. 
 Rhizobium etli CIAT 652
 Rhizobium etli bv. mimosae Mim1 (nifA1)
 Mesorhizobium japonicum MAFF 303099
 Rhizobium etli bv. mimosae Mim1 (nifA2)
 Rhizobium tropici
 Sinorhizobium fredii NGR234
 Sinorhizobium fredii HH103
 Sinorhizobium fredii USDA 257
 Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841
 Sinorhizobium medicae
 Sinorhizobium meliloti 1021
 Sinorhizobium meliloti 2011
 Sinorhizobium meliloti SM11
 Sinorhizobium meliloti Rm41
 Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 (Brazil)
 Azorhizobium caulinodans
 Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110
 Bradyrhizobium japonicum USDA 6
 Bradyrhizobium sp. ORS 278
 Bradyrhizobium sp. BTAi1
 Rhodopseudomonas palustris BisA53
 Rhodopseudomonas palustris CGA009




 Rhodobacter sphaeroides ATCC 17025
 Rhodobacter sphaeroides 2.4.1
 Rhodobacter sphaeroides ATCC 17029
 Rhodospirillum rubrum F11
 Pararhodospirillum photometricum
 Azoarcus sp. KH32C (nifA1)
 Azospirillum brasilense Sp7
 Azospirillum brasilense FP2
 Azospirillum sp. B510
 Azospirillum lipoferum
 Herbaspirillum seropedicae SmR1




 Paraburkholderia xenovorans LB400
 Burkholderia vietnamiensis G4
 Burkholderia sp. KJ006
 Azoarcus sp. BH72
 Klebsiella pneumoniae 342
 Klebsiella michiganensis E718
 Azotobacter vinelandii CA (nifA2)
 Azotobacter vinelandii CA6 (nifA2)
 Azotobacter vinelandii DJ (nifA2)
 Pseudomonas stutzeri DSM 4166
 Pseudomonas stutzeri A1501
 Azotobacter vinelandii DJ (nifA1)
 Azotobacter vinelandii CA (nifA1)
 Azotobacter vinelandii CA6 (nifA1)

























































APÊNDICE 3 – PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS DE his-hs409-417av[xhoI] 
CALCULADOS COM O PROGRAMA PROTPARAM 
 
User-provided sequence: 
        10         20         30         40         50         60  
MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MATILDDRSV NLELVTIYEI SKILGSSLDL SKTLREVLNV  
 
        70         80         90        100        110        120  
LSAHLETKRV LLSLMQDSGE LQLVSAIGLS YEEFQSGRYR VGEGITGKIF QTETPIVVRD  
 
       130        140        150        160        170        180  
LAQEPLFLAR TSPRQSQDGE VISFVGVPIK AAREMLGVLC VFRDGQSPSR SVDHEVRLLT  
 
       190        200        210        220        230        240  
MVANLIGQTV RLYRSVAAER QQLQEEKRQL SRQLQGKYKL DNVIGISKAM QEVFAQVHQS  
 
       250        260        270        280        290        300  
APSRSTMLLR GESGTGKEVI ARAIHYLSPR KDGPFIKVNC AALSETLLES ELFGHEKGAF  
 
       310        320        330        340        350        360  
TGAQGERKGR FELAHGGTLF LDEIGEISPA FQAKLLRVLQ EREFERVGGS RSIKVDVRLV  
 
       370        380        390        400        410        420  
TATNRDLEKA VAKGEFRADL YYRINVVSIF IPPLRERRED IPYLVEHFLE KFRVENQRAM  
 
       430        440        450        460        470        480  
VAMSPQAMLL MSHRWPGNVR ELENCLERSA IMSEDGTITR DVVSLTGVDN ESPPLAAPLP  
 
       490        500        510        520        530  




Number of amino acids: 534 
 
Molecular weight: 59748.57 
 
Theoretical pI: 7.81 
 
Amino acid composition:  
 
Ala (A)  40   7.5% 
Arg (R)  47   8.8% 
Asn (N)  13   2.4% 
Asp (D)  21   3.9% 
Cys (C)   3   0.6% 
Gln (Q)  27   5.1% 
Glu (E)  46   8.6% 
Gly (G)  37   6.9% 
His (H)  16   3.0% 
Ile (I)  30   5.6% 
Leu (L)  62  11.6% 
Lys (K)  21   3.9% 
Met (M)  14   2.6% 
Phe (F)  17   3.2% 
Pro (P)  20   3.7% 
Ser (S)  42   7.9% 
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Thr (T)  23   4.3% 
Trp (W)   2   0.4% 
Tyr (Y)  10   1.9% 
Val (V)  43   8.1% 
Pyl (O)   0   0.0% 
Sec (U)   0   0.0% 
 
 (B)   0   0.0% 
 (Z)   0   0.0% 
 (X)   0   0.0% 
 
 
Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 67 




Carbon      C       2628 
Hydrogen    H       4276 
Nitrogen    N        770 
Oxygen      O        784 
Sulfur      S         17 
 
Formula: C2628H4276N770O784S17 




Extinction coefficients are in units of  M-1 cm-1, at 280 nm measured in 
water. 
 
Ext. coefficient    26025 
Abs 0.1% (=1 g/l)   0.436, assuming all pairs of Cys residues form cystines 
 
 
Ext. coefficient    25900 




The N-terminal of the sequence considered is M (Met). 
 
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro). 
                            >20 hours (yeast, in vivo). 





The instability index (II) is computed to be 42.89 




Aliphatic index: 98.03 
 




ANEXOS – MAPAS PLASMIDIAIS 






















ANEXO 4 – MAPA DO VETOR DE CLONAGEM pTZ57R/T 
 
 
 
 
